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RESUME
Une étude électrophysiologique a été réalisée sur les protéines-canal des
membranes de surface des muscles lisses des voies respiratoires (MLVR). Quatre
fractions microsomales ont été isolées et purifiées des membranes de MLVR. La
caractérisation de ces fractions, par des études de liaison spécifiques à l'aide de marqueurs
membranaires, montre un enrichissement des récepteurs de membrane de surface dans la
fraction Mjv Par contre, le taux de liaison dans la fraction montre la présence de
vésicules dérivées des membranes du réticulum endoplasmique.
La fraction Mjy a été utilisée pour les études de reconstitution membranaire en
bicouche lipidique plane (BLP). Deux types de conductances ont été identifiées: un canal
potassique et un canal chlore. La caractérisation biophysique du canal potassique permet
d'observer une conductance K"*" sensible aux variations de calcium intracellulaire et dont
la conductance est de 220 pS en condition symétrique de potassium.
L'activité du canal potassique a été étudiée en fonction du voltage, et des
variations des concentrations de Ca^^ intracellulaire. Les courbes de probabilité
d'ouverture (Pq) en fonction du voltage et de la Ca^"^ dans la chambre trans quantifient
la sensibilité de cette gK^^. Le baryum et la charybdotoxine (CTX) inhibent l'activité de
ce canal. Les réponses obtenues, selon les conditions expérimentales utilisées, ont permis
d'identifier sans équivoque des canaux de type gKca- L'analyse de l'activité de ce canal
reconstitué en BLP en fonction du temps révèle un comportement similaire au gK^a
observée in situ sur d'autres préparations biologiques. Une modulation, in vitro, de la
gKca a été réalisée en présence d'ATP, après phosphorylation par la sous-unité catalytique
de la protéine kinase A (PKA), lors d'une expérience multicanaux en présence de 10 pM
de Ca^"^ libre. L'ajout du cocktail de phosphorylation a pour effet d'augmenter la P,, des
canaux présents.
Une conductance chlore est identifiée lorsque la chambre trans a été perfusée par
une solution de gluconate de potassium (g = 24 pS). Ce canal sélectif au chlore ne
montre pas de sensibilité aux variations de voltage. Par contre, ce courant chlore est
bloqué en quelques secondes par l'ajout de 500 pM de zinc. Faute de bloqueurs
spécifiques le rôle des conductances chlore au niveau des MLVR est de loin beaucoup
plus difficile à déterminer.
Une série d'expériences de pharmaco-mécanique ont été réalisées sur des trachées
de cobayes dans le but d'établir le rôle de la conductance de type gKca dans le processus
de relaxation des MLVR. La charybdotoxine (CTX) a été utilisée comme bloqueur
spécifique de cette conductance. Suite à la contraction de la fibre par la carbamylcholine,
50 nM de CTX inhibe à 80% la relaxation transitoire induite par la noradrénaline (NA).
De plus, la CTX antagonise la relaxation induite par le peptide vaso-intestinal (VIP), un
agent connu pour son effet broncho-dilatateur. Ce dernier type d'expérience suggère que
Tactivation de la gKca serait impliqué dans le contrôle de la relaxation des MLVR. En
effet, une augmentation de conductance pourrait induire une hyperpolarisation de la
membrane de surface inactivant les canaux calciques (VOC).
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RÉSUMÉ
Une étude électrophysiologique a été réalisée sur les protéines-canal des
membranes de surface des muscles lisses des voies respiratoires OMLVR). Quatre
fractions microsomales ont été isolées et purifiées des membranes de MLVR. La
caractérisation de ces fractions, par des études de liaison spécifiques à l'aide de marqueurs
membranaires, montre un enrichissement des récepteurs de membrane de surface dans la
fraction Mjy. Par contre, le taux de liaison dans la fraction Mm montre la présence de
vésicules dérivées des membranes du réticulum endoplasmique.
La fraction Mjy a été utilisée pour les études de reconstitution membranaire en
bicouche lipidique plane (BLP). Deux types de conductances ont été identifiées: un canal
potassique et un canal chlore. La caractérisation biophysique du canal potassique permet
d'observer une conductance sensible aux variations de calcium intracellulaire et dont
la conductance est de 220 pS en condition symétrique de potassium.
L'activité du canal potassique a été étudiée en fonction du voltage, et des
variations des concentrations de Ca^"^ intracellulaire. Les courbes de probabilité
d'ouverture (PJ en fonction du voltage et de la Ca^"^ dans la chambre trans quantifient
la sensibilité de cette gKca. Le baryum et la charybdotoxine (CTX) inhibent l'activité de
ce canal. Les réponses obtenues, selon les conditions expérimentales utilisées, ont permis
d'identifier sans équivoque des canaux de type gK^a. L'analyse de l'activité de ce canal
reconstitué en BLP en fonction du temps révèle un comportement similaire au gK^a
observée in situ sur d'autres préparations biologiques. Une modulation, in vitro, de la
gKca a été réalisée en présence d'ATP, après phosphorylation par la sous-unité catalytique
de la protéine kinase A (PKA), lors d'une expérience multicanaux en présence de 10 pM
de Ca^^ libre. L'ajout du cocktail de phosphorylation a pour effet d'augmenter la P,, des
canaux présents.
Une conductance chlore est identifiée lorsque la chambre trans a été perfusée par
une solution de gluconate de potassium (g = 24 pS). Ce canal sélectif au chlore ne
montre pas de sensibilité aux variations de voltage. Par contre, ce courant chlore est
bloqué en quelques secondes par l'ajout de 500 pM de zinc. Faute de bloqueurs
spécifiques le rôle des conductances chlore au niveau des MLVR est de loin beaucoup
plus difficile à déterminer.
Une série d'expériences de pharmaco-mécanique ont été réalisées sur des trachées
de cobayes dans le but d'établir le rôle de la conductance de type gKca dans le processus
de relaxation des MLVR. La charybdotoxine (CTX) a été utilisée comme bloqueur
spécifique de cette conductance. Suite à la contraction de la fibre par la carbamylcholine,
50 nM de CTX inhibe à 80% la relaxation transitoire induite par la noradrénaline G^A).
De plus, la CTX antagonise la relaxation induite par le peptide vaso-intestinal (VIP), un
agent connu pour son effet broncho-dilatateur. Ce dernier type d'expérience suggère que
Tactivation de la gKca serait impliqué dans le contrôle de la relaxation des MLVR. En
effet, une augmentation de conductance pourrait induire une hyperpolarisation de la
membrane de surface inactivant les canaux calciques (VOC).
1. INTRODUCTION
1.1 Contexte du projet
Ce projet de recherche du niveau maîtrise a été établi afin de parvenir à une
compréhension plus complète des mécanismes et processus cellulaires impliqués dans le
contrôle de la relaxation des muscles lisses des voies respiratoires (MLVR). Et
l'approche expérimentale utilisée permet de préciser le rôle des conductances
membranaires engendrées par différents médiateurs endogènes. Ces structures musculaires
sont aussi responsables des phénomène de broncho-constriction induit lors de
physiopathologies telle que l'asthme. Bien qu'il existe un grand nombre de
physiopathologies du système respiratoire, dont la complexité est dûe aux différents types
cellulaires présents, l'asthme est la maladie respiratoire chronique la plus commune de
tous les pays industrialisés. L'augmentation constante de l'incidence de cette maladie,
ainsi qu'une sévérité accrue des cas causent une hausse de mortalité chez les patients
atteints. Les processus impliqués dans la broncho-constriction des voies respiratoires
résultant de cette physiophatologie sont bien identifiés (Bames, 1991).
Nous nous sommes intéressés à la modulation du tonus des muscles lisses des
voies respiratoires (MLVR). Nous avons étudié les propriétés électriques des structures
protéiques des membranes de surface des muscles lisses de trachée. Notre objectif
principal est de mieux comprendre le mode de fonctionnement et la régulation
2biochimique et pharmacologique des protéines-canal sélectives au potassium présentes au
niveau des membranes de surface des MLVR. Ces protéines-canal sont impliquées dans
le contrôle des phénomènes électriques transmembranaires qui modulent le degré de
polarisation de la membrane et la relaxation des MLVR.
Depuis une quarantaine d'années, plusieurs techniques d'électrophysiologie ont été
mises au point (microélectrodes, voltage-clamp, patch-clamp et reconstitution en bicouche
lipidique) pour étudier le rôle des perméabilités ioniques des membranes cellulaires. Au
début, les expériences étaient réalisées sur le tissu entier, puis le raffinement de ces
techniques d'électrophysiologie ainsi que la culture primaire des tissus ont permis
d'étudier l'activité électrique des membranes cellulaires par l'enregistrement des courants
macroscopiques ou unitaire. Certaines protéines-canal présentes au niveau des
membranes intracellulaires (réticulum sarcoplasmique, mitochondrie) peuvent être
analysées par les méthodes de reconstitution membranaire en bicouche lipidique
artificielle (Latorre, 1986; Gennis, 1989). Ces différentes techniques permettent d'obtenir
des informations complémentaires qui contribuent à une compréhension globale des
phénomènes biophysiques (potentiel de membrane, conductance globale ou unitaire) du
tissu étudié.
1.2 Physiologie du système respiratoire
1.2.1 Anatomie
L'homme est pourvu d'un système respiratoire responsable du transport
d'oxygène (contenu dans l'air ambiant) et de l'élimination de gaz carbonique
(schéma 1 A), puisque les cellules du corps humain tirent la totalité de leur
énergie des réactions chimiques impliquant l'oxygène, ce qui amène la production
du gaz carbonique, déchet final des oxydations métaboliques (Despopoulos et
Sibemagl, 1986). L'appareil respiratoire comprend la série de voies aériennes
responsable de l'apport d'air aux alvéoles pulmonaires, les poumons et les
structures thoraciques (muscle striés, diaphragme et côtes). Les muscles striés et
les côtes sont impliqués dans le déplacement de la paroi de la cage thoracique au
cours du processus de ventilation. Les voies aériennes sont composées d'un
ensemble de conduits ramifiés devenant de plus en plus étroits et nombreux à
chaque division, tout comme le font les artères et artérioles. L'air pénètre dans
les voies aériennes par le nez et passe ensuite dans le pharynx et le larynx. Ce
dernier s'ouvre sim un long conduit, la trachée, qui se divise en deux bronches-
souches, chacune entrant dans un poumon. Ces bronches-souches se divisent en
des conduits de plus en plus petits (bronchioles) conduisant l'air aux alvéoles,
lieux réels des échanges gazeux (schéma 1 B).
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Schéma 1: Le système respiratoire
A) Vue d'ensemble du système respiratoire.
B) Détail de l'arbre bronchial et des alvéoles.
C) Agencement des cellules sécrétrices pourvues de cils.
(D'après Yander, 1977)
6Les voies aériennes sont constituées de différentes structures cellulaires
remplissant plusieurs fonctions. Les revêtements épithéliaux du tractus respiratoire
contiennent de fines excroissances, les cils, qui battent constamment vers le
pharynx. Les glandes épithéliales sécrètent une substance épaisse (mucus) qui
tapisse les voies aériennes jusqu'aux bronchioles. Cette sécrétion de mucus
protège les voies respiratoires contre l'infection bactérienne, puisque toutes les
particules solides se collent au mucus et sont éliminées par le mouvement des cils
(schéma 1 C). La paroi des voies aériermes est constituée de muscles lisses
richement innervés. La musculature des bronches du T, 2° et 3" ordre s'apparente
étroitement à celle de la trachée. Cependant l'arrangement musculaire des
bronches du 4° au 7° ordre ainsi que le nombre et la dimension des canaux
jonctionnels diffèrent. De plus l'innervation de l'arbre bronchique est plus dense
comparativement à la portion supérieure du système respiratoire (Rodger, 1991).
La portion orthosympathique du système nerveux central (SNC), induit une
bronchodilatation des MLVR via les récepteurs 6-adrénergiques (schéma 2 A)
(Hammond et Trisch, 1990). Par contre, la portion parasymphatique du système
nerveux central, via la stimulation cholinergique, provoque la broncho-constriction
des MLVR (schéma 2 B).
Plusieurs substances endogènes (schéma 3 A) modulent le tonus des tissus
musculaires lisses (ML) via des récepteurs spécifiques présents à la membrane de
surface de ces cellules, pour les trois types: muscles lisses vasculaires (MLV)
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Schéma 2: Neurones efférents du système orthosympathîque (A) et
parasympathique (B)
Les terminaisons axonales des neurones post-ganglionaires sont des
varicosités et les contacts synaptiques sont de type boutons.
(D'après Hammond et Trisch, 1990)
9(Kirber et coll., 1992; Nelson et coll., 1990), muscles lisses gastriques
(MLG) (Ohta et coll., 1992; Sims, 1992; Clapp, 1992) et muscles lisses des voies
respiratoires (MLVR) (Boyle, 1992; Kamishima et coll., 1992; Kotlikoff, 1990;
Kotlikoff, 1987). Ceci a pour effet de provoquer une multitude d'événements
cellulaires amenant à la contraction ou à la relaxation des muscle lisses. La
contraction ou la relaxation des cellules musculaires lisses des voies respiratoires,
contrôle le diamètre des bronches et bronchioles, modifiant ainsi la résistance au
passage de l'air. Les stimulations du SNC provoquent une réponse contraire au
niveau des MLV. Ainsi, les stimulations cholinergiques et adrénergiques induisent
respectivement une dilatation et une constriction des MLV (Desmopoulos et
Silbemagl, 1986). Au niveau des MLG, une stimulation cholinergique augmente
le péristaltisme. Par contre, une diminution de ce phénomène péristaltique est
induite par une stimulation adrénergique.
1.2.2 Couplage excitation / contraction
Les cellules musculaires lisses se trouvent dans la plupart des organes
viscéraux, la paroi des vaisseaux sanguins et au niveau de la trachée et des
bronches. Elles sont impliquées dans différentes fonctions physiologiques
importantes. La réponse contractile des MLVR est provoquée par deux types de
stimulation: 1) couplage électro-mécanique 2) couplage pharmaco-mécanique
(Black et coU. 1986). La dépolarisation de la membrane de surface a pour effet
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d'activer les canaux calciques sensibles au voltage (VOC), le métabolisme des
phosphoinositides et la libération du calcium, via les canaux calciques présents au
niveau du réticulum endoplasmique (Cole et Sanders, 1989). La liaison
d'agonistes (acétylcholine, histamine) aux récepteurs membranaires provoquerait
l'activation de canaux calciques opérés par ligands (ROC). Ces agents
pharmacologiques agiraient, via une protéine G activant une phospholipase C apte
à scinder le phosphoinositide-4,5-phosphate en diacylglycérol (DAG) et en inositol
triphosphate (IP3) (schéma 3). Ce dernier se lierait à des récepteurs présents au
niveau du réticulum endoplasmique (RE) et contrôlerait la libération du calcium
emmagasiné dans ce réservoir intracellulaire. L'augmentation du calcium libre
dans le cytoplasme provient donc de deux sources: les réservoirs intracellulaires
(RE) et le milieu extracellulaire (Rodger, 1991).
1.2.3 Mécanismes cellulaires impliqués dans la contraction musculaire
Les événements biochimiques impliqués dans le développement de la
contraction des ML sont bien connus (Bames, 1991). Ils sont résumés sur le
schéma 3 et peuvent être décrit comme suit: le calcium libre s'associe à la
calmoduline pour former un complexe capable d'activer la protéine kinase de la
chaîne légère de la myosine, qui phosphoryle la myosine. Tous ces événements
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Schéma 3: Voies métaboliques responsable de la contraction des MLVR
La stimulation des récepteurs des agonistes spasmogènes (RI) peut activer
le couplage électro-mécanique et ouvrir les canaux calciques (par
l'intermédiaiare d'une protéine G (?). U peut aussi métaboliser les
phosphoinositides (PI) pour former de l'inositol triphosphates (IP3) et du
diacylglycérol (DAG). L'IP3 libère le calcium emmagasiné dans les
compartiments intracellulaires ce qui, avec l'influx de calcium, augmente
la concentration du calcium libre dans le cytosol. La liaison calcium-
calmoduline ative la kinase des chaînes légères de la myosine (MLCK)
pour phosphoryler la myosine. L'augmentation de calcium intracellulaire
inactive le courant calcique, active le courant potassique responsable de la
repolarisation et inhibe la liaison de riP3 à son récepteur du compartiment
intracellulaire. Le DAG formé au cours du métabolisme des PI active la
protéine kinase G (PKC) impliqué dans la composante maintenue de la
contraction. La PKC inhibe aussi la formation d'IP3. La stimulation des
récepteurs des substances relaxantes (R2) augmente la concentration
intracellulaire d'AMPc (par l'intermédiaire d'une protéine G) ce qui inhibe
la syntèse d'IP3, inhibe la MLCK et favorise l'efflux de calcium en
stimulant la pompe calcium ATPase (Ca/ATPase). Les interactions
positives sont représentées en traits pleins, les interactions négatives en
traits pointillés.
(D'après Marthan, 1992)
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sont antérieurs à rinterdigitation des filaments d'actine et de myosine qui
provoque la contraction des MLVR.
1.2.4 Mécanismes cellulaires impliqués dans la relaxation musculaire
La caractérisation des voies biochimiques responsables de la broncho
dilatation des MLVR est de loin moins bien établie que les événements cellulaires
impliqués dans la broncho-constriction. Le schéma 4 illustre certains mécanismes
connus comme étant responsable du phénomène de la broncho-dilatation. Ce
phénomène de broncho-dilatation est engendré par la liaison des agonistes P-
adrénergiques à leurs récepteurs spécifiques présents au niveau des membranes de
surface des MLVR.
Ce processus membranaire déclenche une cascade d'événements cellulaires
qui débute par l'activation de l'adénylate cyclase. Cette enzyme transforme l'ATP
en AMPc, ce qui permet d'activer une PKA. Cette kinase active différentes voies
métaboliques par phosphorylation de protéines spécifiques (Kume et coll., 1989)
qui ensemble provoquent la relaxation des MLVR. La concentration d'AMPc
dans le cytosol sert de catalyseur au processus de relaxation des cellules des
MLVR. Les phosphodiestérases (PDE) transforment l'AMPc en AMP (ou de
GMPc en GMP) contribuant à diminuer les concentrations de ces métabolites
cellulaires et limite ainsi la relaxation des MLVR. Par contre les inhibiteurs
agoniste P-adrénergiq:ue
AMP
Théophylline
AC
AMPC
Kinase A
ATP
Activation des gK^^
Inhibition de la kinase de la
chaîne légère de la myosine
Inhibition de l'hydrolyse des
phospho-inositides
Augmentation de l'efflux de calcium
pompe Na*-Ca^*
augmentation de la
séquestration du
Schéma 4: Voies métaboliques impliquées dans la relaxation des MLVR
L'activation des récepteurs P-adrénergiques provoque l'augmentation de
l'activité de l'adénylate cyclase amenant la transformation de l'ATP en
AMPc. Ceci induit la phosphorylation, via la protéine kinase A (PKA),
d'éléments cellulaires et favorise la relaxation des MLVR.
(D'après Barnes, 1991)
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spécifiques des PDE ont un effet relaxant sur les MLVR, puisqu'ils ont pour effet
de conserver un taux élévé d'AMPc et GMPc.
1.3 Electrophysiologie
Cette approche permet d'émdier les propriétés électriques (passives, actives) des
membranes biologiques (de surface ou intracellulaires). Les cellules peuvent être
schématisées par un circuit électrique équivalent qui prend en compte la capacité de
membrane (C J et la conductance membranaire (g^) comprenant toutes les conductances
mise enjeu lors de l'activation des phénomènes membranaires (schéma 5 B). La mesure
des propriétés passives permet de déterminer la valeur de capacité de la membrane qui
est de l'ordre de 1 pF/cm^, pour toutes les cellules (Hille, 1990). Le couplage entre les
cellules fait aussi partie des propriétés passives, et est essentiel pour la compréhension du
phénomène de propagation du potentiel d'action (MLV) et des variations du potentiel de
membrane (MLG). Les propriétés actives des membranes biologiques sont dues aux
protéines transmembranaires (protéines-canal) aptes à être moduler (schéma 5 A et B).
Ces protéines-canal présentent une structure tridimensionnelle qui délimite un pore aqueux
au travers duquel passent sélectivement certains ions. C'est la force électromotrice
appliquée aux ions qui assure le passage des ions à travers la membrane (schéma 6). Ces
protéines transmembranaires sont capables de laisser circuler des ions (10® ions/sec) de
part et d'autre des membranes biologiques.
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phpsphplipide giycpsyle
(ex: aeetyidhplinesterase)
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Schéma 5: Représentation schématique de la membrane plasmique
A) La mosaïque fluide: les protéines transmembranaires et les lipides sont
maintenus ensemble par des interactions non covalentes (électrostatiques
ou hydrophobes). B) Schéma électrique de la membrane au repos (circuit
équivalent). Chaque type de canal ionique, représenté par la combinaison
d'une pile et d'une résistance placées en série, est placé en parallèle avec
C^, la capacité de membrane, et les pompes Na/K/ATPase et Ca/ATPase
et les échangeurs Na/Ca et Na/H. C) Représentation schématisée d'un
canal ionique sous la forme d'un circuit électrique. Ejon est le potentiel
d'équilibre de l'espèce ionique, défini par l'équation de Nemst. est la
conductance du canal ionique. est la différence du potentiel
membranaire.
(D'après Hammond et Trisch, 1990)
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Chaque protéine-canal peut-être vue comme étant une molécule excitable qui
possède une réponse spécifique à certains stimuli: variation du potentiel de membrane,
neurotransmetteur ou agents biologiquement actifs (histamine, autacoïdes). La réponse
des protéines-canal aux différents stimuli n'est en fait qu'une succession d'ouvertures
aléatoires (complètes ou partielles: sous-états) et de fermetures. Les protéines-canal sont
caractérisées par leur sélectivité, leur conductance et leurs réponses aux différents
processus biologiques. La conductivité électrique des membranes biologiques ne vient
donc pas des lipides qui forment la membrane, mais des protéines-canal imbriquées dans
cette matrice lipidique (schéma 5 C et 6). La bicouche lipidique représente une barrière
de diffusion et délimite les compartiments intracellulaires et extracellulaires, les protéines-
canal assurant toutes les fonctions électro-dynamiques de la membrane.
1.3.1 Techniques
n existe différentes approches pour l'étude des paramètres biophysiques
des tissus et des cellules composant ces tissus. Les premières études réalisées en
courant imposé sur des portions de tissu ont permis d'évaluer les variations du
potentiel de membrane, dues à l'activation des courants membranaires. Par la
suite, le développement de la technique du voltage imposé a permis d'établir les
connaissances de base concernant les courants globaux des différents types de
tissus utilisés. Cette technique, introduite en 1949 par Marmont puis reprise par
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Schéma 6: Schéma en coupe transversal d'une protéine-canal sensible au voltage
imbriquée dans la bicouche lipidique plane.
Les protéines-canal forment pore aqueux (conformation des feuillets (3 et
hélice alpha) permettant le passage des ions. La partie exteme possède des
résidues glycosylés. Les régions fonctionnelles de cette protéine-canal sont
le filtre de sélectivité, la barrière d'inactivation et le capteur de voltage.
(D'après Hille, 1990)
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Hodgkin et Huxley, consiste à maintenir le potentiel à une valeur donnée et à
mesurer les courants macroscopiques ou globaux qui représentent la somme des
courants unitaires traversant plusieurs centaines de canaux. C'est à partir de cette
technique de base qu'ont émergé plusieurs variantes permettant l'études des
courants ioniques unitaires sélectifs aux différentes espèces ioniques (Na^, K"^, Ca^^
et Cl").
1.3.2 Muscles lisses
Depuis le début des années 60 les études électrophysiologiques réalisées
sur les muscles lisses ont permis une meilleure caractérisation biophysique des
différents types de muscles lisses (MLV, MLG et MLVR). Les cellules
musculaires lisses sont petites, mononuclées et fusiformes. Leurs dimensions
varient entre 50 et 400 pm de long pour un diamètre variant entre 5 et 10 pm
(figure 1). Les cellules adjacentes sont reliées par des canaux jonctionnels qui
facilitent la propagation de l'excitation. L'activité électrique des cellules voisines
est synchrone car elle forment un syncitium fonctionnelle. Pour parvenir à une
compréhension adéquate des propriétés électriques, il était nécessaire d'élucider
le type et le rôle des conductances ioniques présentent à la surface de ces ceUules.
Les premières données expérimentales ont été obtenues à partir de fragments de
tissu provenant des viscères (Singer et Walsh, 1980), des muscles lisses
vasculaires et de trachée entière(Kirkpatrick, 1974; Ito et coll., 1985). Ces
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Schéma 7: Les configurations de la technique du "patch-clamp"
Différentes configurations d'enregistrement en "patch-clamp". La
configuration "whole-cell" permet d'enregistrer des courants
macroscopiques. Par contre les configurations "cell-attached", "inside-out"
et "outside-out" permettent d'enregistrer les courants passant à travers le
ou les canaux présents dans le morceau de membrane isolé du reste de la
cellule. Si un seul canal est ouvert à la fois, on enregistre alors un courant
unitaire traversant une seule protéine-canal.
(D'après Hammond et Trisch, 1990)
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préparations musculaires sont difficiles à étudier dû à la présence d'activité
spontanée qui, jumelée aux facteurs hormonaux et neuronaux capables de générer
et de moduler la réponse électrique du fragment de tissu, compliquait grandement
l'interprétation des données expérimentales.
Pour contourner les difficultés inhérentes à l'utilisation de portion de tissu,
l'avènement des techniques d'isolement et de mise en culture primaires des
cellules musculaires, après digestions enzymatiques, constitua un progrès
déterminant l'avancement des études d'électrophysiologie (Bumstock et Brosser,
1960; Hisada et coll., 1990; Kotlikoff, 1989; Marthan, 1989; KoUikoff, 1990). La
détermination des propriétés passives, incluant le couplage entre les cellules, est
essentielle pour la compréhension du phénomène de propagation des variations du
potentiel de repos (MLG) ou des potentiel d'action (MLV). L'utilisation des
microélectrodes intracellulaires (courant imposé) permet de déterminer le potentiel
de repos des cellules, compris en général entre - 40 mV à - 60 mV (Kirkpatrik,
1974, Singer et Walsh, 1980).
Depuis le début des années 80 la technique du "patch-clamp" a permis
l'analyse des propriétés biophysiques des protéines-canal sur des cellules isolées.
En configuration "whole-cell", cette approche biophysique permet d'évaluer les
courants ioniques globaux résultant de l'activation des différentes populations de
canaux qui traversent la membrane de surface des cellules. Les configurations
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"cell-attached", "inside-out" et "outside-out" rendent possible renregistrement des
courants circulant à travers une seule protéine-canal (schéma 7). A partir de ces
enregistrements, il est possible de quantifier l'amplitude et la durée du courant
unitaire présent, ainsi que la sélectivité et les cinétiques qui contrôlent l'ouverture
et la fermeture des protéines-canal. Les informations obtenues permettent une
meilleur compréhension des caractéristiques biophysiques de ces protéines
transmembranaires responsables du passage des ions, n est également possible
d'évaluer au niveau moléculaire les effets de différentes substances
pharmacologiques pour élucider l'implication physiologique de ces canaux
ioniques.
La seule alternative à la technique du "patch-clamp", pour l'étude des
canaux ioniques des structures membranaires intracellulaires, peu ou non
accessibles, consiste à faire fusionner des microvésicules à une bicouche lipidique
artificielle. Bien qu'il existe différentes techniques de reconstitution (Gennis,
1989), la méthode de bicouche lipidique plane (BLP) fût celle choisie pour ce
projet de recherche. Cette technique est possible grâce à l'incorporation de
protéines membranaires purifiées à une matrice lipidique artificielle (schéma 8).
La fusion des protéines-canal à la BLP séparant les deux chambres contenant le
milieux aqueux est l'étape limitante de cette approche biophysique.
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Schéma 8: Dispositif expérimental de bicouche lipidique plane
Il comporte deux chambres séparées par une paroi de plastique spécial
(DELRIN), percée d'un orifice de 250 pm. Une goutte du mélange
lipidique est déposée dans l'orifice et une bicouche lipidique plane se
forme spontanément. Après injection de microvésicules, du côté cis, il y
a incorporation d'une ou plusieurs protéines-canal, dont il est possible
d'enregistrer l'activité électrique.
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1.3.3 Conductances ioniques présentes au niveau de la membrane de surface
des ML
Les études d'électrophysiologie, ont surtout été réalisées sur les MLV
(Worley et coll., 1986; Yatani et coll., 1987; Benham et coll., 1987; Akaike et
coll., 1989) et les MLG (Cari et coU., 1990; Cole et Sanders. 1989; Ganitkevich
et coU., 1988; Yamamoto et coU., 1989; Mayer et coll., 1990; Bielefeld et coll.,
1990) qui sont de loin mieux caractérisées que les MLVR (Marthan et coll., 1989;
Marthan et coll., 1987). Les résultats obtenus par la technique de "patch clamp"
sur les ML en configuration "whole-cell" a permis d'identifier quatre courants
macroscopiques (Ohya et coll., 1983; Benham et coll., 1986; Kitamura et coll.,
1990; Shoemaker et coll., 1985; Wong, 1987) dus aux ions Ca^"^, K^,Na'^ et Cl".
1.3.3.1 Courant calcique
n est très bien connu que l'ion Ca^"^ est un élément régulateur très
important de nombreux processus cellulaires. Le maintien du gradient de
concentration de calcium, dont la concentration externe est 10"* fois
supérieur à la concentration interne, est dû aux différents systèmes de
transport (pompes, échangeurs et canaux). Les ions Ca^"^ sont responsables
de l'initiation de la réponse contractile dans les muscles lisses. Ils sont
mobilisés à partir des réservoires intracellulaires ou du milieu
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extracellulaire. Dans le muscle lisse, il y a deux voies principales par
lesquelles les ions calciques peuvent traverser la membrane de surface des
ML et activer l'appareil contractile. Une des voies responsables de l'influx
calcique est constituée par les canaux opérés par le voltage (VOC)
(Marthan, 1989) qui s'activent suite à une dépolarisation de la membrane
de surface et dont l'inactivation est due à l'hyperpolarisation de la
membrane de surface. L'autre voie possible est celle des canaux opérés
par récepteur (ROC), qui sont régulés par la formation du complexe
agoniste-récepteur au niveau de la membrane de surface.
Ce rôle du calcium comme second messager dans l'activation de
la contraction soulève trois points importants. Quels sont les mécanismes
induisant les variations du calcium intracellulaire ? Quelles sont les
limites physiologiques de ces variations ? Est-ce-que le calcium est le seul
responsable de la régulation de la réponse contractile ? Les réponses à ces
questions ne sont pas toutes connues. Mais elles seront indispensables à
une compréhension complète des processus cellulaires amenant à la
contraction.
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1.3.3.2 Courant sodique
Tout comme les canaux calciques, les canaux sodiques sont
responsable de la phase de dépolarisation du potentiel d'action au niveau
des cellules des MLV (Sturek et Hermsmeyer, 1986; Okabe et coll.,1988).
Un courant sodique activé par Tacétylcholine a été mis en évidence par la
technique du "patch-calmp", sur des cellules fraîchement isolées d'iléon de
cobaye (Inoue et coll., 1987). Cependant, au niveau des cellules isolées
des MLVR, aucun courant sodique sensible au voltage n'a pu être identifié.
1.3.3.3 Courant potassique
Un des rôles des canaux potassiques est de stabiliser et de
maintenir le potentiel membranaire. Mais selon le type musculaire étudié,
ils sont, soit impliqués dans la durée du potentiel d'action CMLV) ou dans
la diminution du taux d'oscillation du potentiel membranaire (MLG). De
plus les canaux potassiques peuvent réduire l'excitabilité des cellules par
hyperpolarisation de la membrane de surface. Dans la plupart des cellules
musculaires lisses, le courant sortant observé lors de la dépolarisation de
la membrane de surface est dû à l'activation de canaux sélectifs au K"*" et
dépendant du calcium (gKc^ ou BK) (McCann et Welsh. 1986).
L'utilisation de cellules isolées a permis l'observation de ce canal sur les
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trois types de muscles lisses (Walsh et Singer, 1987; Cari et Sanders,
1989).
Les propriétés biophysiques de ce canal (gKca) ont été caractérisées
sur une multitude de préparations biologiques (Latorre et coll.,1989;
Pallotta et coll., 1992). Sa conductance est de l'ordre de 250 pS. La
probabilité d'ouverture de ce canal augmente avec la concentration de Ca^"^
intracellulaire ou avec la dépolarisation de la membrane de surface des
ceUules ML. Ainsi, ce canal est en partie responsable du courant sortant
transitoire observé en "patch-clamp" en configuration "whole-cell". Un
autre canal potassique sensible au Ca^"^ intracellulaire et aux variations de
voltage a été observée sur le MLV (Sudoshima et coll., 1980). n possède
une conductance de 15 pS en condition symmétrique de KCl (142 mM) et
est habituelement nommé SK (small). Selon le type de tissu étudié, il
existe une variabilité dans la conductance du canal SK, puisqu'au niveau
des neurones ganglions sympathiques la conductance est de 15 pS (Latorre
et coU., 1989; Kolb, 1990)
D'autre part, des canaux potassiques sensibles à l'ATP (K^tp) ont
été identifiés sur les trois types de ML. Un autre type de canal K"*" que
l'on nomme "delayed rectifier" a aussi été décrit et tout comme les BK,
SK et Katp, il est impliqué dans le processus de repolarisation
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membranaire. Une hyperpolarisation ou une repolarisation est
généralement reliée à la relaxation des MLVR, ce qui est primordial lors
des épisodes de bronchoconstriction (Kamishima et coU., 1992). Ainsi,
une augmentation des conductances sélectives au potassium amène une
repolarisation ou une hyperpolarisation de la membrane de surface et induit
une relaxation des MLVR. Alors qu'une diminution des conductances
potassiques favorise toute une série de mécanismes qui provoque la
contraction (schémas 3 et 4).
1.3.3.4 Conductance chlore
Dans les cellules musculaires le potentiel d'équilibre au chlore (Eq
= -27 mV) est tout près du potentiel de repos des cellules (EJ. Cette
caractéristique biophysique fait en sorte que l'étude des courants chlore
soit difficilement caractérisable par les méthodes classiques
d'électrophysiologe, puisque ces courants ont une cinétique similaire au
courant de fuite Geak current L^). De plus ces deux composantes sont
tellement imbriquées qu'elles sont difficiles à séparer et donc difficile à
analyser (Franciolini et Pétris, 1990)
Les canaux chlore sont aussi impliqués dans la repolarisation de la
membrane de surface et dans la diminution de l'excitabilité cellulaire.
34
Comme les autres canaux (Ca^"^, et Na^), les canaux chlore se divisent
en deux classes, soit les ROC et les VOC. Mais on peut aussi les diviser
en quatre catégories, soit le canal de courant de fond, dont la probabilité
d'ouverture est forte au potentiel de repos, le canal à double barrillet qui
possède une cinétique très particulière, le canal opéré par ligand (ROC) et
finalement le canal de grande conductance (Maxi) (Franciolini et Pétris,
199; Bretag, 1987). L'effet de certains bloqueurs des canaux chlore, au
niveau vasculaire, a été étudié (Kokubun et coll., 1991), ce qui facilite
l'identification des conductances chlore. Des canaux sélectifs au chlore
ont été identifié par la technique du "patch-clamp" au niveau des
membranes de surface des cellules de la carotide (Shoemaker et coll.,
1985). Deux types de canaux ont été mis en évidence, un canal de grande
conductance (> 150 pS) activé par la dépolarisation de la membrane de
surface, et un canal de faible conductancee (12 pS) (Soejima et Kokubun,
1988).
Des études réalisées à partir d'une lignée cellulaire d'aorte de rat
ont révélé la présence d'un canal chlore de grande conductance activé par
un inhibiteur de protéine kinase C. Ceci suggère que la phosphokinase G
est impliquée dans la régulation de ce canal (Saigusa et Kokubun, 1988).
La mise en évidence d'un autre type de canal chlore dépendant du calcium
(gClca) a été réalisée à partir de cellules primaires vasculaire (Pacaud et-
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coll., 1989). Plusieurs canaux sélectifs au chlore et possédant différentes
conductances unitaires ont été identifiés sur des cellules fraîchement
dissociées de MLG (Wong, 1987; Schwartz et coll., 1991).
Beaucoup de travaux de recherche ont été réalisés au niveau de la
sécrétion de Cl" de l'épithélium des voies respiratoires (Winding et
Bindslev, 1990; Shoppa et coll., 1989; Cohn, 1990; Rich et coll., 1990).
Certains de ces travaux ont permis d'établir que les patients atteint de
fibrose kystique, maladie d'origine génétique, possèdent un défaut de
sécrétion du chlore (Welsh, 1990; Hartmann, 1990; Kunzelmaim et coll.,
1989) au niveau des voies respiratoires. Une des prioritées dans la
recherche de l'identification des canaux chlore est de comprendre pourquoi
il existe une telle diversité de comportement. Parmi tous les canaux
chlores identifiés, seuls le canal Cl" du courant de fond et le canal chlore
activé par certains neuro-transmetteurs possèdent un rôle physiologique
connu dans la participation au potentiel de repos et à l'excitabilité
cellulaire (Franciolini et Pétris, 1990).
1.3.5 Pompes et échangeurs
Afin de maintenir l'homéostasie ionique des milieux intracellulaire
et extracellulaire, des protéines particulières effectuent le transport des ions
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à contre-courant de leurs gradient de diffusion. Ce transport actif nécessite
de l'énergie afin de s'opposer au gradient électrochimique des ions
transportés. Cette énergie est fournie par l'hydrolyse de l'ATP. Le rôle
de la pompe Na/K/ATPase est de maintenir l'équilibre dynamique qui
caractérise la répartition des ions Na'^ et K"'" de part et d'autre de la
membrane. Comme les ions Na^ et K"'" diffusent passivement à travers la
membrane via les canaux sélectifs à ces ions, la pompe fonctionne
continuellement à un rythme plus ou moins rapide selon l'activité
électrique cellulaire.
La pompe Ca/ATPase, quant à elle, contribue à maintenir la
concentration de Ca^"^ dans le cytosol à une valeur très faible (>0.1 pM).
Le maintien de la concentration intracellulaire de Ca^"^ est d'une grande
importance, puisque toute élévation de Ca^"^ est perçue comme signal
contrôlant de nombreuses réactions cellulaires (section 1.2.2). Une pompe
de ce type a également été isolée à partir de fraction purifiée du reticulum
sarcoplasmique. Contrairement aux pompes, les transporteurs sont des
protéines qui assurent le transport des ions en utilisant l'énergie fournie par
le gradient électrochimique des ions Na"*" et H"". L'échangeur Na/Ca
transporte activement les ions Ca^"" vers le milieu extracellulaire. Ce
transporteur localisé dans la membrane plasmique agit en synergie avec la
pompe Ca/ATPase et les autres mécanismes de transport localisés au
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niveau de la membrane du reticulum endoplasmique pour maintenir à un
niveau très bas la concentration intracellulaire d'ions Ca^"^. Ces deux types
de transport actif ont pu être identifiés au niveau des mammifères et ce sur
la plupart des cellules (Gennis, 1989; Rodger, 1987).
1.4 Objectifs
Le but du projet est d'étudier les conductances membranaires des MLVR. L'un
des objectifs de cette étude est d'évaluer l'implication des canaux potassiques, de types
GK^a, dans le processus de relaxation des MLVR. Pour ce faire, deux voies seront
utilisées, une approche biophysique utilisée pour l'étude des courants ioniques unitaires
présents au niveau des membranes de surface des cellules MLVR. Cette expertise qui
permet d'évaluer, au niveau moléculaire, les conductances membranaires présentes sur ce
type de muscle lisse. L'approche pharmaco-mécanique permet de visualiser la réponse
du tissu entier, engendrée par des agents pharmacologiques. Les deux approches
permettent de vérifier l'implication des structures protéiques responsable du contrôle de
la relaxation des MLVR.
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2. MATÉRIEL ET MÉTHODES
2.1 Prélèvement et conditionnement des trachées de chien ou de veau
Ceci est une étape cruciale qui détermine la qualité des préparations biologiques
et la reproductibilité des résultats obtenus ultérieurement, que cela soit pour des études
de pharmaco-mécaniques sur des fragments de tissu, pour la culture cellulaire ou pour
l'isolement des microvésicules. Cette opération doit d'être réalisée le plus rapidement
possible.
2.1.1 Prélèvement
Le chien (15 kg) est anesthésié au pentobarbital (30 mg/kg, IV) . Le poil de la
gorge est tondu sur un animal en décubitus dorsal puis la peau est stérilisée à l'alcool
après le rasage. L'animal est sacrifié par injection de 30 ml de KCl (2 M)
immédiatement avant que la trachée soit prélevée. La trachée est ensuite dégagée par une
incision médiane et prélevée avant d'être rincée avec une solution de Krebs modifiée. La
trachée requise pour la culture cellulaire est rincée dans une solution de M.E.M. stérile
contenant un mélange d'antibiotiques. La trachée prélevée est immergée dans une
solution physiologique et le tout est déposé sur la glace. Les trachées de veau sont
obtenues à l'abattoir local. Elles sont prélevées dans les meilleurs délais puis subissent
le même traitement que les trachées de chien.
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2.1.2 Conditionnement du tissu musculaire
Cette étape consiste à enlever le tissu adipeux et les vaisseaux sanguins à la
surface externe de la trachée, pour faciliter la dissection ultérieure du feuillet musculaire.
Ceci permettant de différer l'isolation des microvésicules qui est effectué à partir de
plusieurs trachées. Afin de maintenir le tissu en place, une grosse paire de ciseaux est
insérée dans une section de trachée d'environ 5 cm de long. Puis, à l'aide de la pince bec
de souris, le tissu adipeux et les vaisseaux sanguins sont saisis, étirés et coupés avec les
petits ciseaux. Seule la portion dorsale de la trachée est nettoyée, la partie ventrale
cartilagineuse étant éliminée. Lorsque les bandes de tissu musculaire sont incisées, il est
essentiel de laisser environ 1 cm de cartilage de chaque côté du tissu musculaire, ceci
facilite la dissection du feuillet musculaire.
Les trachées servant à la préparation des microvésicules sont conservées à basse
température. Le tissu est déposé dans des flacons contenant la solution de Krebs à
laquelle est ajouté 20% de DMSO et 5% de glycérol. Ce mélange favorise la préservation
cryogénique du matériel biologique (Muldrew et coll., 1990). Les flacons sont déposés
dans l'azote liquide pour une congélation rapide et entreposés au congélateur à -85°C.
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2.1.3 Dissection du feuillet musculaire lisse
Cette étape est requise pour accéder à la couche musculaire lisse. On se doit
d'éliminer la séreuse (portion conjonctive externe) et le tissu épithélial (partie interne)
pour obtenir le feuillet de muscle lisse isolé (KotlDcoff et coll., 1988). Le tissu congelé
à -85°C doit être dégelé rapidement. Les flacons contenant les bandes de tissu sont
décongelés sous l'eau courante. Les bandes de tissu sont ensuite fixées, la face externe
vers le haut, à une planche de bois elle-même immobilisée. La séreuse est retirée puis
les bandes de tissu sont retournées et refixées. La couche de tissu épithélial est ensuite
pelée à l'aide de la pince Dumont à angle droit (Marthan et coll., 1989). Les feuillets
musculaires sont pesés et conservés sur la glace jusqu'à leur homogénéisation.
2.1.4 Préparation du matériel biologique utilisé pour les études pharmaco-
mécauiques
Les études de contraction isométrique sur des trachées de cobaye ont été réalisées
sur des cobayes Hartley-albinos femelles ou mâles de (250-300 g). Les animaux sont
anesthésiés par injection intrapéritonéale d'une dose de pentobarbital (50 mg/kg) puis
sacrifiés après section de la veine cave inférieure. La trachée à partir du larynx et la
préparation coeur-poumon sont prélevées en bloc et immédiatement immergées dans une
solution de Krebs. Par la suite, la trachée est sectionnée au niveau des bronches
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principales et disséquée en spirale. Finalement, les trachées préparées sont divisées en
deux portions égales et accrochées dans les bains à organe isolé (Cadieux et coll., 1990).
2.1.5 Solutions de prélèvement et de conditionnement
KRH (Krebs, Ringer, Henseleit) modifié, en mM:
115 NaCl, 5KC1, IKH2PO4, 1 MgS04, 25 HEPES, 2 CaCl2,
pH = 7.4
M.E.M (minimum essentiel médium), en mM:
5 KCl, 0.5 MgS04, 116 NaCl, 5 NaH2P04, pH = 7.4
Krebs, en mM:
118.1 NaCl, 4.7 KCl, 1.2 MgS04.7H20,
1.2 KH2PO4, 25 NaHCOj, 2.5 CaCl2, 11.1 glucose, pH = 7.4
Solution d'homogénéisation (solution H), en mM:
300 saccharose, 20 K-PIPES, 4 K-EGTA, 0.1 DIFP, 0.01
indomethacine, 0.5 DTT, 2.5 ml LBTI, pH = 7.0
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2.2 Protocole pour la culture cellulaire de trachées de lapin
Les trachées de lapin sont prélevées et déposées dans la solution stérile de
M.E.M., suivant le protocole utilisé pour les trachées de chien. Après conditionnement
du feuillet musculaire, il est possible d'isoler les cellules musculaires lisses par une
méthode enzymatique.
2.2.1 Dissociation cellulaire
La technique utilisée pour les cultures primaires des cellules de muscle lisse est
adaptée de celles décrites par Kotlikoff et coll.,1988 et Marthan et coll., 1989. Toutes les
manipulations se font sous la hotte à flux laminaire en utilisant des instruments stérilisés.
Les morceaux de tissu, finement coupés, sont déposés dans un Erlenmeyer contenant 5
ml de la solution enzymatique (25mg / 25ml de collagenase, 0.1% élastase). Le tout est
ensuite déposé dans l'incubateur à 37°C (95% O2 + 5% CO2) pour une durée de 20
minutes, sans agitation. Le surnageant de la première digestion est éliminée. Le tissu
subit ensuite quatre digestions successives. A chaque passage, le surnageant est récupéré
(4x5 ml) puis déposé dans quatre tubes à centrifuger de 10 ml, contenant 2.5 ml de
solution de transition. Le tout est déposé sur la glace.
L'ajout de la solution de transition, jumelé au dépôt des suspensions cellulaires sur
la glace, a pour effet d'inhiber l'activité enzymatique, favorisant une meilleure qualité de
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la préparation cellulaire. Les tubes subissent une première centrifugation (400 rpm, 2
minutes) puis les surnageants (6 ml) sont transférés dans deux tubes à centrifuger
contenant 3 ml de solution de transition. Une deuxième centrifugation (400 rpm, 5
minutes) est faite puis les culots sont re-suspendus, par passages successifs à travers une
pipette Pasteur, dans 5 ml de solution de culture. Les boîtes de Pétris sont chargés
d'environ 1 ml de la suspension cellulaire puis agités légèrement pour bien disperser les
cellules. Ils sont ensuite placés dans un incubateur atmosphère humide (95 % air, 5%
CO2). Le milieu est remplacé par du milieu frais tous les 3 jours. Des contrôles sont
faits avec les différentes solutions (enzymatiques, de transition et de culture) afin de
vérifier l'absence de contamination bactérienne ou fongique.
2.2.2 Solutions de culture cellulaire
Solution de prélèvement
C'est la solution de KRH décrite plus haut (paragraphe 2.1.5)
Solution de rinçage.
C'est la solution de M.E.M. décrite plus haut (paragraphe 2.1.5) additionnée de
1 mM CaCl2, 5% de penicilline/streptomycine.
Solution enzymatique
M.E.M.: + 0.1 mM CaCl2, 25 mg collagenase Type IV, 0.01% élastase, pH = 7.4.
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Solution de transition
M.E.M.: + 0.5 mM CaCl2, 5% de penicilline/streptomycine, 20% FSB, pH = 7.4
Milieu de culture
M.E.M.: + 1 mM CaCl2, 5% de penicilline/streptomicine, 10% FSB,
pH = 7.4
2.3 Protocole d'isolement des microvésicules
L'isolement des microvésicules se fait à partir du feuillet musculaire lisse obtenu
après conditionnement des trachées entières (paragraphe 2.1.3). La procédure d'isolement
a été élaborée à partir du protocole établi par Grover et coll. , 1980, modifiés selon les
techniques développées au laboratoire pour l'isolement de microvésicules de muscles
cardiaques et squelettiques (schéma 9). Une méthodologie efficace et rapide est
nécessaire a l'obtention de microvésicules de qualité. Il est aussi essentiel d'effectuer
toutes les manipulations du tissu sur la glace afin de ralentir l'activité enzymatique, en
particulier celle des protéases (Kwan et coll., 1983). Environ 10 g de feuillet musculaire
est utilisé. Le muscle est finement coupé, à l'aide de ciseaux courbés, dans un volume
minimum de solution d'homogénéisation (solution H). Environ 1.5 g de tissu est déposé
dans les tubes d'homogénéisation contenant 10 ml de solution H (paragraphe 2.3.2).
Préparation des fractions
microsomales
TRACHÉE
l
DISSECTION DU MUSCLE LISSE
FEUILLET MUSCULMRE
HOMOGÉNÉISATION
\
HOMOGÉNAT
CENTRIRJGATION : 8,500 RPM / 20 min
SURNAGEANT
CENTRIFUGATION : 33,000 RPM / 60 min
FRACTION BRUTE
20%
CENTRIFUGATION
25%
SUR GRADIENT DE
SACCHAROSE OU DE
30%
PERCOLL
40% (35,000 rpm / 45 min)
L  45% i
M 1
M 2
M 3
M 4
1
CULOT (REJETÉ)
l
SURNAGEANT
(REJETÉ)
LES 4 FRACTIONS
SONT LAVÉES ET
RÉCOLTÉES APRES
CENTRIFUGATION.
35,000 RPM 160 min
Schéma 9: Préparation des fractions microsomales
Étapes requises pour l'isolement des quatre populations de microvésicules
(Mi-Miv).
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Trois homogénéisations successives d'une durée de 30 secondes sont effectuées
(T 25,Ultra-Turrax). Un temps d'arrêt de 15 secondes entre chacune des
homogénéisations est requis pour débarrasser la lame de l'homogénéisateur des fragments
de tissu et permettre à l'homogénat de refroidir. L'homogénat est ensuite transféré dans
les tubes à centrifuger, pour subir une première centrifugation de 20 minutes, à 8,500
rpm, 4°C dans le rotor de type 35 (Beckman). Les surnageants exempts de débris
cellulaires sont recueillis et filtrés à travers deux épaisseurs de gaze. Le volume est noté
puis le pH est vérifié et réajusté à 7.0 avec du KOH. La fraction microvésiculaire brute
est obtenue par l'ultracentrifugation du surnageant dans le rotor de type 42.1 (Beckman)
pour une durée d'une heure à 33,000 rpm et à 4°C. Avant d'éliminer le surnageant le
volume est noté. Le culot est re-suspendu dans un volume total de 250 |il de solution de
re-suspension (solution R, paragraphe 2.3.2). Puis la suspension vésiculaire est
homogénéisée dans un tube Eppendorf à l'aide d'un mini-homogénéisateur.
L'étape d'ultracentrifugation laisse le temps nécessaire à la préparation des
gradients de saccharose ou de Percoll. Pour les deux types de gradients les solutions sont
préparées à l'avance puis congelées. La centrifugation sur gradient est réalisée en
utilisant le rotor SW60 (Beckman, 6x4 ml). Les gradients sont établis avec une pipette
par dépôts successifs des solutions de concentrations croissantes de saccharose ou de
Percoll (450 pl à 45%, 750 pi à 40%, 30%, 25% et 20%). Puis environ 450 pl de la
suspension vésiculaire brute sont déposés délicatement sur le gradient pré-établi, en
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évitant toute turbulence. Cette centrifugation est réalisée à 26,000 rpm, à 4°C pour une
durée de 3 heures pour les gradients de saccharose ou de 45 minutes pour les gradients
de Percoll. Quatre fractions (Mj à Mjv) d'environ 850 pl sont récupérées puis diluées
dans sept volumes de la solution de dilution (solution D, paragraphe 2.3.2). Après
ultracentrifugation d'une durée d'une heure dans le rotor de type 42.1 à 33,000 rpm et à
4°C, quatre fractions sont récupérées. Cette étape permet d'éliminer l'excès de
saccharose. Cependant, pour éliminer le Percoll il est nécessaire d'effectuer une
deuxième étape de lavage, puisque lors de la première étape le culot adhère au fond du
tube. Les microsomes sont redilués puis subissent une dernière centrifugation
(33,000 rpm, 1 heure). Finalement, les surnageants sont rejetés et les culots sont re
suspendus dans la solution de conservation (solution C, paragraphe 2.3.2). Les
microvésicules sont aliquotées (50 pl) puis congelées dans l'azote liquide et entreposées
à -85°C. On peut ainsi les conserver quelques mois.
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2.3.1 Solutions d'isolement des microvésicules
Solutions d'homogénéisation (solution H), en mM:
300 saccharose, 20 K-PIPES, 4 K-EGTA, 0.1 DIFP, 0.01 indométhacine, 0.5 DTT,
2.5 ml LBTI, pH = 7.0
Solution de re-suspension (solution R), en mM:
300 saccharose, 100 KCl, 1 MgCl2, 5 K-PIPES, 1 K-EGTA,
pH = 6.8
Solution de dilution (solution D), en mM:
100 KCl, 5 K-PIPES, 0.5 K-EGTA, 0.1 CaClj, pH = 7.0
Solution de congélation (solution G), en mM:
300 saccharose, 5 K-PIPES, pH = 7.0
NB: Les pH sont ajustés au KOH avant chacunes des expériences.
2.4 Dosage des protéines
Le dosage protéique est nécessaire pour évaluer quantitativement (en mg/ml) les
quatre populations de microvésicules (Mj à Mjv) ainsi que la fraction brute et les
surnageants (Sj, Su). Des échantillons de 5 pi sont prélevés en triplicata lors de
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l'isolement. Cette étape est requise pour permettre une reproductibilité des études de
liaisons spécifiques. La méthode de Lowry et coll. (1951) a été utilisée pour le dosage
protéique. Cette méthode utilise le réactif de Folin-Ciocalteu comme agent révélateur des
liaisons peptidiques. Les aliquots de suspension protéiques sont dilués dans 500 pl d'eau
distillée, puis la réaction est déclenchée après ajout de 2.5 ml de 0.01% de sulfate de
cuivre, 0.02% de nitrate de sodium et 0.02%de nitrate de potassium dissous dans 2% de
bicarbonate de sodium. Tous les tubes sont agités puis, après un repos de 15 minutes,
250 pl du réactif Folin-Ciocalteu sont ajoutés. L'incubation est réalisée à la température
de la pièce pour une durée d'une heure. Les densités optiques sont déterminées au
spectrocolorimètre (139, Hitachi Perkin-Helmer), à une longueur d'onde de 700 nm. Une
courbe standard de BSA est établi et servira de référence à l'évaluation quantitative des
échantillons.
2.5 Electrophorèse
Les profils protéiques des surnageants, de la fraction brute et des quatres
populations vésiculaires sont visualisés après migration sur gel de polyacrylamide, en
condition dénaturante. Pour ce faire, des aliquots sont prélevés lors de l'isolation
microvésiculaire. Les mini-gels de polyacrylamide (7.5%) en présence de 0.1% SDS
(Laemmli et coll., 1970) sont utilisés pour l'analyse électrophorétique du profil protéique
des différentes préparations de microvésicules. Techniquement, les mini-gels sont réalisés
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en se basant sur la procédure proposée initialement par Laemmli et coll., 1970, mais en
tenant compte des modifications établies par la compagnie Biorad.
En bref, il y a préparation du gel séparateur contenant 7.5% de polyacrylamide en
présence d'agents polymérisateurs: l'APS et le TEMED. Une période de polymérisation
d'une heure est requise. Par la suite, le gel concentrateur contenant 3% de
polyacrylamide est préparé et la polymérisation est réalisée en 45 minutes. Durant ce laps
de temps les échantillons de protéines sont préparés selon la quantité évaluée par le
dosage protéique. Par la suite, les échantillons sont déposés dans les puits du gel
concentrateur. Ensuite, les plaques du mini-gel sont insérées dans le support et
recouvertes du tampon d'électrophorèse composé de 25 mM tris, 192 mM de glycine et
de 1% SDS. Le tout est relié au bloc d'alimentation HSI, pour un voltage fixé à 20 mV.
La migration dure environ 90 minutes. L'étape finale de l'analyse électrophorétique du
profil protéique est la visualisation des bandes de protéines. Pour ce faire deux types de
colorations sont utilisées soit la coloration au bleu de Coomassie et la coloration au nitrate
d'argent. L'utilisation de cette dernière méthode permet de révéler la présence de
quantités beaucoup plus faibles de protéines.
2.6 Microscopie électronique
Afin de valider le protocole de préparation des fractions vésiculaires, il était
important de visualiser les différentes populations pour confirmer la présence de

Figure 1: Cellule de muscle lisse de trachée de lapin, isolée par une
méthode enzymatique.
La photo a été prise en microscopie à balayage après fixation, selon
la technique proposée par Hayat, 1981. (Grossissement: 223,000,
barre de calibration: 20|iM)
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microvésicules. Une analyse en microscopie électronique a été réalisée sur un microscope
Philips EM-300. Une coloration négative au PTA (Robinson, et coll., 1986) est utilisée
pour la visualisation des différentes fractions microvésiculaires obtenues après
ultracentrifugation sur gradient de Percoll ou de saccharose. De plus, l'utilisation du
microscope électronique à balayage (Stereoscan 120, Cambridge Instrument) a permis de
photographier les cellules des MLVR de trachées de lapin mises en culture primaire
(figure 1).
2.7 Étude de liaison spécifique sur les populations de microvésicules
L'étape suivante du processus de caractérisation des populations de microvésicules
est d'identifier la provenance membranaire des quatre sous-fractions (Mi à Mjy) de
microvésicules. C'est-à-dire de distinguer les populations enrichies en membrane de
surface des cellules musculaires lisses de celles enrichies en membranes intracellulaires.
Trois types de ligands spécifiques ont été utilisés soit deux marqueurs de membrane
plasmique, la ouabaïne et la bradykinine, et un marqueur de membrane intracellulaire, la
ryanodine. Des études de liaison ont également été réalisées en présence de ['H]-
nitrendipine, une dihydropyridine marqueur spécifique des canaux calciques de types L,
des membranes de surface.
Les protocoles utilisés pour les études de liaison à la bradikinine et à l'ouabaïne
sont ceux décrits par Mannings et coll., 1986 et Jaimovich et coll., 1986, respectivement.
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Les études de liaison des quatre populations impliquant soit la ['H]-nitrendipine ou la
ryanodine font usage du protocole élaboré par Fosset et coll., 1983 et par Anderson et
coll., 1989. Ces études de liaison se font en présence de marqueurs radioactifs mis en
contact avec 250 pg de protéines issues des quatre populations de microvésicules. La
liaison spécifique (L^) de l'agoniste à son récepteur est évaluée par soustraction du taux
de liaison non spécifique (LJ évaluée en présence d'un excès de ligand non marqué (10
nM de ligand radioactif + 10 pM de ligand non marqué) du taux de liaison totale (Lj)
obtenue en présence de 10 nM de ligand radioactif (L^ = L, - L^).
2.8 Incorporation des microvésicules dans les bicouches lipidiques planes
Afin d'étudier les propriétés biophysiques et la régulation biochimique des
différentes protéines-canal présentes au niveau des membranes de surface des MLVR, les
microvésicules sont fusionnées dans des bicouche lipidiques planes (BLP). La technique
de reconstitution en membrane artificielle se divise en deux étapes principales, décrites
ci-dessous (schéma 10).
2.8.1 Formation de la bicouche lipidique plane
Tout d'abord la bicouche lipidique plane est formée (schéma 10) à partir d'un
mélange lipidique contenant de la phosphatidylethanolamine (PE), du
A5eptUJiî
f /.5». 
Tore
V
Bicouche
lipidique plane
B
Protéine-canal
Vésicule
C3
Favorise la fusion: Ca^\
gradient osmotique
Bicouche lipidique plane
Schéma 10: Visualisation des étapes préliminaires à l'enregistrement des signaux
électriques
A) Formation de la bicouche lipidique plane.
B) Fusion des microvésicules à la matrice lipidique.
(D'après MiUer, 1986)
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DOTAP et de la phosphatidylcholine (PC) dans un rapport 5:3:2. La concentration finale
de lipide est de 25 mg/ml, le tout dissout dans le décane. Ce mélange est utilisé pour la
formation de la bicouche lipidique plane. Un mélange lipidique de composition identique
est dissout dans le chloroforme, afin de pouvoir prétraiter l'orifice dans lequel sera peint
la BLP. Cet orifice, de 250 pm de diamètre, est perforé dans la chambre de
polyvinyliden-difiuoride (PVDF) ou de DELRIN (marque de commerce pour ce type de
plastique).
Finalement, la bicouche lipidique plane est formée par l'application d'une goutte
du mélange lipidique, à l'aide d'un bâtonnet de Teflon, sur l'orifice de la chambre. La
capacité de la membrane est vérifiée par l'application d'une onde carrée de 200 pV. Les
BLP utilisées ont une capacité variant entre 250 à 400 pF.
2.8.2 Fusion des microvésicules dans la bicouche lipidique plane
Lorsque les propriétés électriques passives de la bicouche lipidique plane sont
jugées adéquates, un aliquot de microvésicules est injecté. Environ 20 à 60 pg de
protéine (fraction Mjv) sont ajoutés dans la chambre cis, à proximité de la bicouche
lipidique. Après agitation les fusions des microvésicules surviennent par absorption sur
la membrane lipidique artificielle ou bien lors de l'application de potentiels positifs. Les
solutions utilisées sont composées de 150 mM de KCl et de 1.2 mM de CaClj,
tamponnées à pH = 7.4. Certaines expériences sont réalisées en présence de gluconate
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de potassium ou de chlorure de choline. Les gradients ioniques sont établis à l'aide de
solutions-mères (IM) de KCl et de K-gluconate.
2.8.3 Solutions d'incorporation des microvésicules
Solution 1, en mM; 150 KCl, 1.2 CaClj, 0.1 MgClz. 10 K-HEPES, pH = 7.4
Solution 2, en mM: 150 gluconate de potassium, 1.2 CaClj, 0.1 MgClj, 10 K-
HEPES, pH= 7.4
Solution 3, en mM: 150 ChCl, 1.2 CaClz, 0.1 MgClî, 10 Tris-HEPES, pH = 7.4
2.8.4 Appareillage pour l'enregistrement et l'analyse des signaux électriques
Un amplificateur de type DAGAN 8900 est utilisé pour l'enregistrement des
courants ioniques. Ceux-ci sont filtrés à 10 kHz, puis enregistrés sur cassettes vidéo en
utilisant un magnétoscope (DASA'^CR 900, UNITRADE) spécialement adapté. Les
courants sont enregistrés simultanément sur enregistreur papier (DASH n MT,
ASTROMED) et affichés sur oscilloscope (Khcusui 5040).
Le Bilarium
Diagramme fonctionnel
trans
H
pré-
ampli
chambre à BLP
interface A/D
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DX-900
1
airqplificateur
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Schéma 11: Diagramme fonctionnel du montage électronique
Montage utilisé pour l'acquisition et l'analyse des courant électriques
traversant les protéines-canal reconstituées en bicouche lipidique plane.
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A la lecture des bandes vidéo, les signaux électriques sont filtrés (filtre Bessel, 8 pôles)
à 500 Hz (Fj.) et digitalisés à une fréquence de 1.5 kHz (FJ. Les fichiers sont
emmagasinés sur disque dur pour les analyses ultérieures (F^ > 3x F^). Les voltages
appliqués à la chambre cis sont définis par rapport à la chambre trans qui est maintenue
à la terre virtuelle (OmV) (schéma 11).
2.9 Mesures de tension mécanique
Des enregistrements pharmaco-mécaniques ont été réalisés afin d'évaluer sur le
tissu entier le rôle des conductances potassiques dans le contrôle ou la régulation des
propriétés contractiles des MLVR.
2.9.1 Conditions expérimentales
Tous les essais biologiques présentés dans cette étude ont été réalisés dans quatre
bains à organe isolé contenant chacun 5ml de solution physiologique de Krebs. Cette
solution est thermostatée à 37°C et oxygénée avec un mélange gazeux contenant 95% de
O2 et 5% de CO2. Chaque préparation musculaire est reliée à une jauge de contrainte
(modèle FT03, Grass Instrument) à laquelle une tension initiale de 1 g est appliquée. Une
période de stabilisation d'une heure est allouée. Suite à l'addition d'agents
pharmacologiques (peptides, agonistes), la réponse mécanique est enregistrée de façon
isométrique. Dans ce système, les signaux mécaniques sont d'abord transformés en
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signaux électriques par les jauges, puis amplifiés et ensuite inscrits sur un enregistreur
Polygraph (modèle 7D, Grass Instrument) (schéma 12). Chaque expérience débute par
un contrôle qualitatif de la réponse physiologique des tissus utilisés évaluée à l'aide
d'agents pharmacologiques telles que la carbamylcholine et la noradrénaline. La
carbamylcholine est utilisée à la place de l'acétylcholine, pour stimuler les récepteurs
muscariniques, car l'enzyme choline estérase hydrolyse difficilement cette molécule ce
qui lui attribue une durée de vie supérieure. A la fin du contôle le muscle subit plusieurs
lavages (solution Krebs, paragraphe 2.1.5), pour éliminer les agents pharmacologiques et
permettre au tissu de récupérer.
Solution de Krebs
31°c
5 75 10 20^Q/ml
/yyy j
95% 0, + 55s CO,
Trachée
vidange de la solution
Schéma 12: Appareillage expérimental pour les études de pharmaco-mécanique
Les tissus biologiques utilisés sont immergés dans le bain à organe isolé,
dans lequel sont ajoutés les agents pharmacologiques. La contraction ou
la relaxation du tissu sont enregistrés sur papier à l'aide du Polygraph.
(D'après Levine, 1983)
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3. RÉSULTATS
3.1 Excitabilité des muscles lisses des voies respiratoires.
3.1.1 Stimulation pharmacologique
Comme mentionné précédemment dans l'introduction, les MLVR reçoivent
une double innervation du système nerveux autonome: 1) le système sympathique
impliqué dans la stimulation adrénergique via l'activation des récepteurs
adrénergiques; 2) le système parasympathique impliqué dans la stimulation
cholinergique, via l'activation des récepteurs de type muscarinique. La figure 2
représente l'activation séquentielle de ces deux systèmes après liaison des
agonistes à leurs récepteurs respectifs. L'ajout de carbamylcholine induit une
contraction alors que la noradrénaline provoque une relaxation de la préparation
musculaire. Donc, la formation du complexe agoniste-récepteur provoque une
cascade d'événements impliquant différents mécanismes cellulaires. La réponse
contractile du tissu entier, après stimulation à la carbamylcholine (figure 2), est
le reflet de la réponse cellulaire induite par la libération de Ca^"^ intracellulaire
et/ou de l'entrée de Ca^"^ dans le cytosol, via l'activation des canaux calciques, ce
qui active l'appareil contractile de la cellule (schéma 3).
carbachol 1 jiM
y  noradrénaline 10 jiM
lavage
r- " -4 g
.2
4 mm
Figure 2: Enregistrement de la réponse contractile, après exposition des
trachées de cobaye à deux types de substances
pbarmacologi ques.
Dans un premier temps, la préparation musculaire est stimulée par
0.1 pM de carbamylcholine, un agoniste muscarinique, provoquant
la contraction du tissu. Au niveau du plateau de la contraction,
l'ajout de 1.0 pM de NA, un agoniste P-adrénergique, provoque
une relaxation transitoire des MLVR. Après des lavages successifs,
le tissu revient à son tonus de base.
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La relaxation transitoire induite par la NA, en présence de carbamylcholine
résulterait d'une augmentation de la perméabilité au potassium qui provoquerait
une hyperpolarisation de la membrane de surface des MLVR. La NA est connue
pour augmenter la concentration intracellulaire d'AMPc, suite à l'activation de
l'adénylate cyclase par une protéine. Les variations d'AMPc peuvent moduler
différents processus biochimiques en favorisant la phosphorylation de protéines via
la PKA (schéma 4). Donc une meilleur compréhension du mode d'activation des
canaux potassiques, par différents processus biochimiques, est primordiale pour
clarifier leur rôle éventuel lors la relaxation des MLVR. Ceci devrait permettre
d'établir un lien entre les phénomènes cellulaires et la réponse du tissu entier.
3.2 Évaluation qualitative des fractions microsomales
3.2.1 Dosage protéique
Le tableau 1 illustre les quantités de protéines (moyennes ± écarts-type)
obtenues pour les surnageants (Sj, Sq), la fraction brute et les sous-fractions pour
tous les isolements réalisés.
Tableau 1: Dosage des protéines dans les différentes fractions microsomales pour
le chien et le veau.
ANIMAL FRACTION PROTÉINE (mg/ml)
moyenne ± écart-type
n
Si 10.8 ± 0.7 9
Sn 11.0 ±0.8 8
CHIEN
c 6.5 ± 0.4 10
Ml 4.2 ± 0.6 5
Mn 5.0 ± 0.7 7
Mni 4.5 ± 0.5 7
Miv 4.4 ± 0.7 6
Si 7.8 ± 1.2 11
Sn 8.2 ± 1.2 11
VEAU
C 11.1 ± 1.0 12
Ml 4.6 ± 0.7 10
Mn 9.8 ± 1.3 12
Mm 8.6 ± 1.0 12
M,v 9.2 ± 1.1 12

Figure 3: Profil protéique des surnageants de la fraction brute et des
sous-fractions Mj, M3, M4
Gel de polyacrilamide 7.5% coloré au bleu de Coomassie. Dans
les puits 1 et 8 se retrouvent les standards de hauts poids
moléculaires. Les puits 2 et 3 contiennent les surnageants Si et Sn.
Le puit 4 contient la fraction microsomale brute. Finalement les
puits 5, 6 et 7 contiennent les sous-fractions Mu, Mm et Mjy. A
noter l'abscence de la fraction Mi, dont la faible teneur en protéine
rend l'analyse du profil protéique difficile, sinon impossible.
Chaque puit contient environ 20 pg de protéine bovine.
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3.2.2 Electrophorèse
Le profil protéique des fractions microsomales est utilisé pour évaluer
qualitativement la reproductibilité de la méthode d'isolement II est donc possible
de comparer le profil de migration des bandes protéiques de chacun des
isolements. La figure 3 présente le profil protéique des différentes fractions (C,
Mn, Mm, Mjy) et des surnageants (Sj, Sn), obtenu suite à la migration sur gel SDS-
PAGE (7.5%) et révélé par coloration au bleu de Coomassie.
Présents aux extrémités du gel (puits 1 et 8), les standards de hauts poids
moléculaire servent de référence pour l'évaluation relative des masses moléculaires
des bandes de protéines. Les puits 2 et 3 illustrent le profil électrophorétique des
surnageants (Si et Sn). Noter dans les surnageants la présence de bandes
supplémentaires correspondant vraisemblablement à des protéines solubles,
absentes dans les fractions microsomales. Les puits 4 à 7 représentent le profil
protéique de la fraction microsomale brute et des trois sous-fractions. Ces
fractions de protéines membranaires possèdent un profil particulier qui est dû à la
présence des protéines particulaires et qui ne correspond pas au profil du
surnageant (Si) contenant les protéines solubles. Le surnageant (Sq) ne contient
que les protéines solubles.

Figure 4: Photographies des fractions microsomales
A) Fraction brute des microvésicules. A noter l'hétérogénéité de
cette population microvésiculaire ainsi que la présence de débris
cellulaires. B) Sous-fraction Miy, isolée sur gradient de saccharose.
On remarquera la présence d'une population de microvésicules plus
homogène et la disparition des débris cellulaires. Microscopie
électronique à transmission, grossissement 79800. Barre de
calibration: 0.2 |im.
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3.2.3 Microscopie électronique
La visualisation par microscopie électronique permet de vérifier la présence
et la qualité des microvésicules. Ainsi les différentes populations de
microvésicules peuvent être observées. La figure 4 A montre l'hétérogénéité de
la fraction brute caractérisée par la présence de microvésicules de tailles variées
et de débris cellulaires. La figure 4 B qui représente la fraction Mjv, purifiée sur
gradient de saccharose, montre la présence d'une population plus homogène de
microvésicules, exempte de débris cellulaires et possédant des inclusions.
3.3 Caractérisation biochimique des fractions microsomales par études de liaison.
Les quatre fractions microsomales (Mj-Miv) obtenues par centrifugation de
la fraction vésiculaire brute sur gradient de saccharose ou de Percoll ont été
caractérisées par des essais de liaison, en utilisant trois marqueurs spécifiques de
membranes cellulaires. Les résultats de ces étude sont montrés sur la figure 5.
Les résultats des expériences liaisons avec la bradykinine iodée
bradykinine), marqueur spécifique de la membrane de surface, montrent un taux
de liaison élevé dans la fraction Mjy (figure 5 A), ce qui indique que cette fraction
contient les vésicules issues des membranes de surface de MLVR. La ouabaïne,
un marqueur spécifique de la pompe Na/K/ATPase présente au niveau
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Figure 5: Caractérisation biochimique des fractions microsomales.
A) L'histogramme montre un niveau élevé de liaison de la
bradykinine dans la fraction Miy. B) Le plus haut niveau de
liaison à la ouabaïne, marqueur spécifique de la pompe Na/K-
ATPase de la membrane plasmique, se situe également dans la
fraction Mjv. C) Le taux de liaison de la ['H]-ryanodine est
relativement élevé dans la fraction Mm. Ces histogrammes ont été
construits à partir de trois expériences réalisées en triplicata.
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des membranes de surface, a aussi été utilisée pour les études de liaison (figure
5 B). Les résultats montrent un niveau de liaison élevée de la ouabaïne dans la
fraction Mjy, confirmant ainsi un enrichissement de vésicules dérivées de
membrane de surface dans cette population microsomale.
La troisième molécule utilisée pour les études de liaison est la ryanodine.
Cette molécule est identifiée comme étant un marqueur spécifique du canal
calcique impliqué dans le contrôle de la libération du Ca^"^ au niveau du réticulum
sarcoplasmique (Anderson et coll., 1989). Les résultats des études de liaison
utilisant la ryanodine montrent la présence, dans la fraction Mm, de microvésicules
dérivées de la membrane intracellulaire (figure 5 G). Les résultats des études de
liaison réalisées avec la nitrendipine tritiée, sont peu significatifs et ne permettent
aucune distinction entre les quatres fractions microsomales (données non
illustrées). De plus, afin de vérifier l'orientation finale des quatre populations
vésiculaires, des études de liaison en présence de saponine (50 pg/ml) ont été
réalisées. Après ce traitement, qui a pour effet de déstabiliser les membranes
plasmiques contenant du cholestérol, aucune différence n'a été observée au niveau
du taux de liaison. Donc durant l'étape d'homogénéisation, lors du processus
d'isolement, la plupart des microvésicules se sont refermées dans la configuration
"right-side out": face externe de la membrane orientée du côté externe de la
vésicule.
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3.4 Enregistrement électriques après incorporation des microvésicules en BLP
3.4.1 Courant élémentaire potassique
L'activité des canaux ioniques, de la membrane de surface des MLVR, a
été évaluées après fusion de microvésicules (Mjv), à la bicouche lipidique plane
(BLP). L'injection des microvésicules est faite dans la chambre cis à proximité
de la matrice lipidique, et les fusions sont réalisées dans une solution de gluconate
de potassium contenant 1 mM Ca^"^ et tamponnée à pH = 7.4 . Si l'on admet que
la plupart des microvésicules sont orientées "right-side ont" lorsqu'elles fusionnent
à la BLP (paragraphe 3.3), le côte extracellulaires de la protéine-canal fait face la
chambre cis. Donc, le côté cytoplasmique de la protéine-canal fait face à la
chambre trans (schéma 10).
La figure 6 illustre comment varie l'intensité du courant unitaire traversant
le canal en fonction du potentiel imposé à la bicouche lipidique plane. La
probabilité d'ouverture (P^) du canal est d'environ 85% lorsque les potentiels de
maintien sont positifs. Cependant, pour des potentiels imposés négatifs, la P^
diminue légèrement. Bien que peu fréquentes, des périodes de fermetures de
longues durées (> 1 sec) sont enregistrées pour des valeurs de potentiel inférieur
à -20 mV. L'observation des différents tracés (figure 6) suggère que la protéine-
canal ne s'inactive pas en fonction du temps. Du fait que 60 % des fusions
150 mM de gluconate de potassium {cisj trans)V
[mV]
*
+ 60
+ 50
+ 30
rf
-10
-20
_J 5pA
1 S
Figure 6: Activité d'un canal unitaire enregistrée à différents potentiels.
Les courants unitaires sont obtenus en condition symétrique de 150
mM de gluconate de potassium, contenant 1 mM CaClz, 5 mM K-
HEPES, pH = 7.2, après fusion de microvésicules de la fraction
Miv Les flèches vides et pleines représentent respectivement les
niveaux ouverts et fermés. Pour des potentiels positifs les
courants enregistrés sont montrés dirigés vers le haut. Ils
s'annulent au potentiel de G mV (non montré) et sont montrés
dirigés vers le bas pour des valeurs négatives du potentiel.
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obtenues ont conduit à des enregistrements montrant un seul canal fonctionnel, il
semble que la densité de ces canaux n'est pas très élevés à la surface des MLVR.
3.4.2 Caractérisation biophysique du canal potassique
3.4.2.1 Évaluation de la conductance et de la sélectivité
L'identification et la caractérisation des protéines-canal débutent par
une évaluation de leurs caractéristiques biophysiques, telles que leur conductance
unitaire et leur sélectivité, évaluées à partir des conditions expérimentales utilisées.
Les histogrammes d'amplitude de courant sont utilisés pour calculer l'amplitude
des courants unitaires pour chacun des voltages imposés (figure 7, médaillon). Par
la suite, les courbes courant-voltage sont établies à partir de ces valeurs de courant
en fonction des potentiels appliqués aux bornes de la BLP. La figure 7 illustre les
courbes courant-voltage établies en utilisant différentes concentrations de
potassium. La conductance unitaire du canal est calculée à l'aide de la formule
suivante; Yk = - Ek), dans laquelle Ik = courant unitaire, = voltage
imposé, Ek = potentiel d'équilibre de Nemst. En condition symétrique, E^ = 0
mV. En condition symétrique de 150 mM de gluconate de potassium, la
conductance unitaire est égale à 225 pS ± 12 pS et le potentiel d'inversion du
courant est égal à G ± 4 mV (n = 4). Pour des concentrations asymétriques
1 8
1 2
û
4J
u
0
u
-12-
-18
1 0
û  ^
0  5 10 15 20
courant [pA]
-80 -60 -40 -20 20 40 60 80
Voltage [mV]
Figure 7: Courbes courant-voltage obtenues selon les différentes
conditions expérimentales utilisées.
Les triangles représentent les valeurs moyennes (n = 4) obtenues
en condition symétrique de 150 mM de gluconate de potassium.
La conductance unitaire moyenne est 225 pS. Les carrés montrent
des valeurs moyennes (n = 5) obtenues en condition asymétrique
de gluconate de potassium (300 mM cw/150 mM trans). La
conductance unitaire moyenne est 264 pS. Le potentiel d'inversion
est -17 mV. Les valeurs expérimentales représentées par les
cercles ont été obtenues en condition asymétrique de KCl (250 mM
cisISQ mM trans). La conductance unitaire a été évaluée à 195 pS
pour des valeurs supérieures au potentiel d'inversion apparent de -
40 mV. Un histogramme d'amplitude est présenté en médaillon,
pour un voltage appliqué de +30 mV en condition asymétrique de
gluconate de potassium.
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de gluconate de potassium, soit 300 mM cis/150 mM trans, la conductance
unitaire est égale à 265 ± 15 pS (n = 5), le potentiel d'inversion apparent est de -
17 mV, une valeur proche du potentiel d'inversion théorique de -17.8 mV, établi
selon l'équation de Nemst. La troisième courbe est obtenue en condition
asymétrique de KCl (250 mM cis/150 mM trans). La conductance unitaire du
canal est de 195 pS (n = 2). Le potentiel d'inversion apparent est de -40 mV (n
= 2), correspondant aussi au potentiel d'inversion théorique calculé à partir de
l'équation de Nemst. Le déplacement du potentiel d'inversion en fonction des
concentrations de K'^ utilisées lors des expériences confirme la sélectivité du canal
aux ions K"^, puisque le canal se comporte comme une électrode sensible au
potassium.
3.4.2.2 Quantification de la dépendance au voltage du canal potassique
de grande conductance
De façon générale, les canaux sont classés en deux grandes catégories, les
canaux activés par le voltage ou ceux activés par ligand. Nous avons voulu
vérifier la dépendance au voltage de l'activité du canal potassique de grande
conductance, en fonction des conditions expérimentales utilisées. La figure 8
montre la dépendance au voltage de la probabilité d'ouverture (Pq) du canal
potassique de grande conductance, déterminée pour deux concentrations différentes
de calcium du côté cytoplasmique (chambre trans).
1t
. 7 5-
. 5-
. 2 5-
OO
O
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0-1 ,—
-80 -60
I  I I
- 4 0 - 2 0 0
Voltage
—I—
2 0 4 0
[mV]
6 0 To
Figure 8: Probabilité d'ouverture du canal potassique de grande
conductance.
La probabilité d'ouverture (?„) est représentée en fonction des
potentiels imposés pour 1 mM Ca^"^ (♦) et 10 pM Ca^^(o) dans la
chambre trans.
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Les valeurs moyennes de P,, en présence de 1 mM Ca^"^ demeurent élevées
entre -40 mV et -i-60 mV et la demi de ractivation maximale est atteint pour un
potentiel imposé de -50 mV. La présence de 10 |jM de Ca^^, dans la chambre
trans, affecte la dépendance au voltage de ce canal potassique en déplaçant la
courbe de ?„ vers des valeurs positives de potentiel. La demi de l'activation
maximale est obtenu à un potentiel imposé de +30 mV. En tenant compte des
conditions expérimentales utilisées, le comportement du canal potassique de
grande conductance est reproductible (n = 6) d'une expérience de variation de
calcium libre à l'autre.
3.4.2.3 Évaluation de la sensibilité du canal potassique de grande
conductance aux variations de [Ca^^,
Les expériences précédentes ont permis d'illustrer la dépendance au voltage
du canal potassique de grande conductance pour deux concentrations différentes
de calcium libre dans la chambre trans (côté cytoplasmique du canal). Etant
donné que la Fq du canal n'était pas la même pour les deux concentrations de
calcium utilisées, une quantification de la dépendance au calcium a été réalisée.
Les résultats expérimentaux (figure 9 A) montrent que des ajouts cumulatifs
d'EGTA-Tris dans la chambre trans ayant pour effet la réduction graduelle du
calcium libre du côté cytoplasmique du canal, provoquent une diminution marquée
1000 /xM
12 /uMJ UJw UJ
0.3 fxM ■' ^'^r*'T^^n—Irtrrj I »r i [ tii.'i»
5 pA
400 ms
500 u
B  1.00-1
0.75-
0? 0.50-
0.25-
0.00
O O
O
O
-5 -4 -3
pCa
Figure 9: Dépendance du canal potassique aux variations de libre du
dans la chambre trans (côté cytoplasmique).
A) Courant potassique unitaire obtenu en condition asymétrique de
gluconate de potassium (300 mM cis/150 mM trans) pour un
potentiel imposé de + 30 mV. Suite à l'addition cumulative
d'EGTA, le Ca^^ libre dans le compartiment trans est diminué de
1000 |iM à 12 pM puis à 0.3 |iM. Noter la diminution de la P,,.
Un ajout de Ca^^ du côté trans, à la concentration finale est de 500
pM Ca^^ libre, et réactive le canal. B) Courbe dose-réponse
obtenue dans les conditions décrites ci-dessus (2 expériences).
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de l'activité du canal K^, démontrant ainsi sa dépendance au calcium. Comme
l'iUustre le troisième tracé de la figure 9 A, en présence de 0.3 pM de calcium
libre, l'activité du canal est extrêmement réduite. Dans ces conditions la P,, du
canal est de 0.01. Un ajout ultérieur de Ca^^ (dans le chambre trans) pour
obtenir une concentration finale de 500 |iM de calcium libre a poim effet de
réactiver le canal K"^ (dernier tracé, figure 9 A), ramenant la à 80%. Une
courbe dose-réponse de la sensibilité du canal de grande conductance a été
établie (figure 9 B), en portant sur le graphique les valeurs de obtenues, en
fonction des logarithmes des concentrations de Ca^"^ libre (pCa = -log[Ca^'^]). La
moitié de l'activation maximale (Pq = 0.5) est atteinte pour une valeur de pCa =
5, soit 10 |iM de calcium libre.
3.4.2.4 Distribution des temps d'ouvertures et de fermeture du canal
potassique sensible au Ca^'^
Une analyse des temps passés par le canal dans l'état ouvert ou l'état
fermé permet d'évaluer le comportement cinétique de la protéine-canal étudiée.
Les analyses des distributions des temps d'ouverture et des temps de fermeture ont
été réalisées sur un canal K"^ à demi activé (P., = 0.5, pCa = 5, V = +30 mV), tel
qu'illustré à la figure 10 A. Une double exponentielle est nécessaire pour le
lissage de chacun des histogrammes décrivant la distribution des constantes de
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Figure 10: Histogrammes de distribution des temps ouverts et fermés du
canal potassique dépendant du Ca^^
A) Analyse des temps d'ouverture et de fermeture réalisée sur un
canal unitaire ayant une P,, de 0.5. L'expérience enregistrée à +30
mV, en condition asymétrique de gluconate de potassium (300 mM
cis/150 mM trans) et avec une concentration de Ca^"^ libre, dans la
chambre trans de 10 pM (pCa = 5). B) La distribution des temps
d'ouverture et C) celles des temps de fermeture sont décrites par
la somme de deux exponentielles ayant pour constantes de temps
10.5 et 61.9 ms pour les temps ouverts, et 8.5 et 43.6 ms pour les
temps fermés.
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temps d'ouverture et de fermeture. Dans les conditions expérimentales utilisées,
les constantes de temps d'ouverture et de fermeture sont les suivantes: Toi = 10-5
ms, Xo2 = 61.9 ms; Tn = 8.5 ms, Tj^ = 43.0 ms.
Les histogrammes construits (figure 10 B et C) montrent que les
événements possèdent des temps d'ouverture et de fermeture inférieurs à 400 ms,
dans les conditions expérimentales utilisées (Po = 0.5, pCa = 5, V = + 30 mV).
Par contre, dans d'autres conditions expérimentales (potentiels imposés négatifs,
faibles concentrations de ou en présence d'inhibiteur tel que la
charybdotoxine (CTX), il est possible de d'observer des événements de fermeture
dont la durée est supérieure à 1 seconde. Ces longues fermetures introduisent
alors une troisième constante de temps qui correspondrait à un état inactivé du
canal K"*", comme décrit par Palotta et coll., 1987 et Smith et coll. 1986 pour
d'autres préparations biologiques.
3.4.3 Inhibition du canal sensible au Ca^^ par le baryum (Ba^*) et par la
charybdotoxine (CTX)
La caractérisation biophysique du canal potassique a permis l'identification
d'une gKca- L'étape suivante fut de vérifier sa sensibilité à différents bloqueurs
de ce type de canal potassique. Dans un premier temps, l'effet du baryum a été
A 150 iriM de gluconate de potassium {cis/trans)
Ml
B 1 mM Ba^^ (cis) JspA
1 S
Iitiimiii t»i iiii|«>wi
Figure 11: Inhibition par le baryum du canal potassique.
A) Condition contrôle. L'expérience a été réalisée en condition
symétrique (150 mM de gluconate de potassium, 1 mM Ca^"*", pH
7.2) et à 30 mV de potentiel imposé. B) 30 secondes après
l'ajout dans la chambre trans (côté cytoplasmique du canal) de 1
mM Bsl^\
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vérifié. Ce cation divalent, appliqué du côté cytoplasmique, ne provoque pas
l'activation du canal gKca, contrairement au Ca^"^, mais le bloque (Vergara et
Latorre, 1983). La figure 11 montre l'activité du canal en condition contrôle
(figure 11 A) et en présence de 1 mM de Ba^"^ du côté trans (figure 11 B).
L'addition de Ba^"^ induit une diminution des événements ouverts. On remarquera
la réduction des temps d'ouvertures lors des brèves salves d'activité.
La charybdotoxine (CTX) est un polypeptide isolé à partir du venin de
scorpion Leirus quinquestriatus. C'est un bloqueur spécifique des gK^a qui en fait
un outil très utile à leur identification (Smith et coll., 1986, Jones et coll., 1990).
L'effet de la CTX sur le canal potassique incorporé dans la BLP est illustré à la
figure 12. Le tracé contrôle (figure 12 A) est obtenu en condition asymétrique de
gluconate de potassium (300 mM cw/lSO mM trans), en présence de 1 mM Ca^^
(trans) et pour un potentiel de maintien de +30 mV. Les tracés consécutifs (figure
12 B et C) montrent l'évolution de l'inhibition du canal par la CTX en fonction
du temps. Ainsi, la présence de 10 nM de CTX dans la chambre cis (côté externe
du canal) affecte en quelques secondes la cinétique du canal K'", ce qui résulte en
de longs états non-conducteurs. En présence d'une concentration de 50 nM de
CTX, il y a augmentation de l'inhibition du canal, illustrée par de brèves salves
d'activité entrecoupées de longs états d'inactivation (non-conducteur). Ce
comportement confirme le mode d'action de la toxine CTX sur les gKca, tel
qu'observé dans plusieurs laboratoires (Smith et coll. ,1986, Dreyer,
A 300 mM Kgluc (cis) / 150 mM Kgluc {trans)
B  10 nM CTX
Js PA
1 S
D  50 nM CTX
Figure 12: Effet inhibiteur de la charybdotoxine (CTX)
Les courants unitaires ont été enregistrés dans une solution
asymétrique de gluconate de potassium (300 mM cw/150 mM
trans). A) Condition contrôle (?„ = 0.9, V = +30 mV) B) Tracés
obtenus 30 secondes après l'ajout de 10 nM de CTX du chambre
cis (côté externe) C) 3 minutes après l'addition de 10 nM de CTX
(Po = 0.22) D) Inhibition induite par 50 nM de CTX. A noter les
longs états fermés entrecoupés de brève salves d'activité.
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1990). L'effet de la CTX étant pratiquement irréversible, cette substance ne peut-
être utilisée qu'en fin d'expérience pour permettre d'identifier avec certitude la
présence et le nombre exact de canaux lors des enregistrements multi-canaux.
3.4.4 Modulation du canal dépendant du Ca^*
La phosphorylation de substrats spécifiques par une variété de protéine
kinases est un mécanisme général par lequel beaucoup d'hormones et d'agents
extracellulaire produisent leurs réponses physiologiques sur des cellules
spécifiques. Il est clair aujourd'hui que l'adénylate cyclique (AMPc), le guanylate
cyclique (GMPc), le Ca^^, et le diacylglycérol (DAG) formés suite à la liaison
d'agent actifs aux récepteurs membranaires peuvent activer, à des doses
physiologiques, des protéines kinases spécifiques. Les cibles de ces protéines
kinases sont multiples: protéine du cytosquelette, protéine présente au niveau des
synapses nerveuses, enzymes, récepteurs membranaires et canaux ioniques,
auxquelles nous nous interessont plus particulièrement.
Au niveau des cellules musculaires lisses des voies respiratoires et des
autres types musculaires, il est connu que les variations de Ca^^ intracellulaire et
les dépolarisations membranaires ne varient pas sur d'aussi grands intervales de
valeurs, que celles utilisées lors des expériences en voltage imposé (Kotlikoff,
1990) et/ou en BLP (Benham et Bolton, 1989). Puisque le Ca^"^ intracellulaire
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varie de 0.1 à 0.3 mM de Ca^"^, lors de ractivation des différents mécanismes
cellulaires induit par la liaison d'agoniste au récepteur membranaires, il semblerait
donc plausible que l'activation des GK^a puisse être possible par d'autres
processus métaboliques. Ainsi les résultats expérimentaux d'études réalisées à
l'aide, de la technique de "patch-clamp", sur différentes préparations biologiques
(Cole et Sanders., 1989; Kume et coll., 1989), suggèrent une activation possible
du canal K"^ dépendant du Ca^^ par des second messagers intracellulaires.
La figure 13 illustre les résultats obtenus lors de la phosphorylation in vitro
du canal dépendant du Ca^^, reconstitué en BLP. La figure 13A montre que
trois canaux participent à l'activité enregistrée à partir des MLVR de trachée
veau. Des ajouts cumulatifs d'EGTA-Tris, permettant de diminuer le Ca^"^ libre
dans la chambre trans, donc du côté cytoplasmique des canaux, provoquent, à des
concentrations finales de Ca^"^ libre de 10 pM et 1 pM (figure 13 B et G), la
réduction de la probabilité d'ouverture des canaux présents dans la BLP. La
figure 13 D illustre la réactivation partielle du canal, obtenue quelques minutes
après l'ajout simultané, dans la chambre trans, d'AMPc, d'ATP et de la sous-unité
catalytique de la protéine kinase A, mais en conservant la concentration de Ca^^
inchangée. Ce cocktail de phosphorylation n'affecte cependant ni l'amplitude, ni
la conductance des canaux. Ces résultats montrent que les canaux
1 mM Ca2+
B  10 |iM Ca2+
8-
6-
4-
I  I
0  10 20 30
8-.
6 -
4
O
tH 2
C  1 |iM Ca2+
_j5pA
1 S
I  I I
10 20 30
courant [pA]
(D
u
0
a
8
6
4
2 H
0
0  10 20 30
+ 20 pM c^MP + 20U/ml PKA + 100 |iM ATP
6-
4 -
2 -
0-
10 20 30
Figure 13: Modulation de l'activité du canal K"^ par le Ca^* et par la
protéine kinase dépendante de l'AMPc.
A) Condition contrôle; l'enregistrement est réalisé en condition
asymétrique de gluconate de potassium (300 mM cw/150 mM
trans) B) et C) Les tracés sont obtenus après des additions
cumulatives d'EGTA, pour diminuer le calcium libre dans le
compartiment trans à 10 pM Ca^"*" puis 1 pM Ca^^. Noter la
diminution de l'activité électrique. D) Activité observée 10
minutes après l'addition de la sous-unité catalytique «= de la
protéine kinase dépendante de l'AMPc (PKA) en présence de 20
pM d'AMPc et 100 pM ATP. Noter la réactivation du canal. Les
histogrammes d'amplitude sont montrés à droite des tracés
correspondants.
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Figure 14: Activité à différents potentiels d'un canal différent de la gKpa
décrite précedenunent
Les courants unitaires sont obtenus après fusion dans la BLP de
microvésicules de la fraction Mpy. Les deux chambres contiennent
la même solution: 150 mM KCl contenant 1 mM CaClj, 10 mM
K-HEPES et tamponnée à pH = 7.2. Remarquer la probabilité
d'ouverture élevée de part et d'autre du potentiel d'inversion (0
mV).
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sensibles au peuvent être phosphorylés in vitro, mais ils ne permettent pas
d'identifier le site de phosphorylation qui pourrait se situer sur la protéine-canal
ou sur une sous-unité régulatrice étroitement associée à la protéine-canal.
3.5 Enregistrement en BLP d'un autre type d'activité électrique unitaire présente
dans la membrane de surface des MLVR
3.5.1 Courant chlore unitaire
L'activité de courants unitaires non potassiques a pu être initialement
identifiée suite à la fusion de vésicules (fraction Mjy) à la BLP en condition
symétrique de 150 mM KCl. Ce type d'activité unitaire n'a été observé
qu'occasionnellement. Quelques expériences ont permis de caractériser ce canal
dont les propriétés semblent très différentes de celles des gKCa reportées plus
haut.
La figure 14 illustre le comportement de ce type de protéine-canal en
fonction du potentiel imposé. Pour des potentiels de maintien positifs, les
déflections du courant élémentaire sont vers le haut, puis s'annulent à 0 mV, et
s'inversent pour des valeurs négatives de potentiels. Ce canal ne s'inactive pas
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Figure 15: Courbes courant-voltage du canal sélectif au chlore.
Les losanges correspondent aux valeurs de courants mesurés en
condition symétrique de KCl (150 mM cis / trans). La
conductance du canal est de 22 pS. Après perfusion de la chambre
trans (■) avec une solution de 150 mM de gluconate de potassium,
les courants négatifs sont diminués. Toutes les solutions utilisées
contiennent 1 mM Ca^"^ et sont tamponnées à pH = 7.2.
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en fonction du temps, comme le montrent les différents tracés. D'autre part la
probabilité d'ouverture de ce canal est importante de part et d'autre du potentiel
d'inversion (G mV), en condition symétrique.
3.5.2 Évaluation de la conductance et de la sélectivité du canal chlore
La figure 15 représente les courbes courant-voltage obtenues en portant sur
un graphique l'amplitude du courant unitaire en fonction du potentiel imposé. Les
losanges illustrent l'amplitude des courants unitaires évalués en condition
symétrique de 150 mM KCl. La conductance est évaluée à 22 ± 4 pS (n = 3). La
sélectivité du canal a été déterminée après perfusion de la chambre trans par une
solution de 150 mM de gluconate de potassium. Dans ces conditions, on a
observé une nette diminution de l'amplitude des courants unitaires aux potentiels
négatifs (figure 16). La perméabilité des aitions gluconate étant pratiquement
nuUe, les résultats obtenus après perfusion de la chambre trans confiraient la
sélectivité du canal pour les ions Cl".
La figure 16 illustre l'effet du gluconate sur l'amplitude du courant
unitaire. Les courants enregistrés en condition contrôle sont représentés sur la
figure 16 A et ce, pour deux voltages. La figure 16 B montre qu'après perfusion
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Figure 16: Effet du remplacement du chlore par le gluconate dans la
chambre trmis
A) Condition contrôle réalisée à deux voltages différents. B)
Enregistrements réalisés après perfusion de la chambre trans avec
une solution de 150 mM de gluconate de potassium. Noter la
diminution de l'amplitude des courants négatifs. Les flèches
ouvertes et fermées représentent respectivement les niveaux ouverts
et fermés.
A 150 mM Clch cis / 50 mM Clch trans
w
B 500 |1M de chlorure de zinc {cis)
J1PA
200 ms
Figure 17: Effet du zinc sur l'activité du canal unitaire sélectif au chlore
Les tracés sont obtenus en condition asymétrique de chlorure de
choline (150 mM cis/50 mM trans). A) Condition contrôle. B)
et C) Tracés consécutifs en présence de 500 |iM de ZnCl2 dans la
chambre cis. A noter la diminution de l'amplitude des sauts de
courant (B) puis l'inhibition complète de l'activité (C).
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de la chambre trans avec une solution de 150 mM de gluconate de potassium,
l'amplitude des courants unitaires diminue pour les potentiels identiques à la
condition contrôle.
3.5.3 Inhibition par le zinc du canal sélectif au chlore
La figure 17 illustre l'activité du canal Cl" enregistrée en condition
asymétrique de chlorure de choline. Dans ces conditions, le courant est
vraisemblablement dû aux ions chlore, puisque la choline est peu ou pas
perméable à travers les canaux sélectifs aux cations monovalents. La figure 17
A représente l'activité d'un canal unitaire de 24 pS en condition contrôle et pour
un potentiel de maintien de - 40 mV. L'ajout de 500 pM de zinc dans la chambre
cis a pour effet de diminuer puis de bloquer en quelques secondes l'amplitude des
sauts de courant unitaire (tracés consécutifs B et G).
3.6 Détermination du rôle physiologique des par des études de pharmaco-
mécanique
Le rôle de la conductance potassique de type gKca est encore débattu dans
la littérature tant au niveau des muscles lisses vasculaires (Tomita, 1988, Kitamura
et coll., 1990) que du tractus digestif (Tomita, 1988, Mayer et coll., 1990) et des
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Figure 18: Effet de la charybdotoxine sur les relaxations Induites par la
noreadrénallne (NA) ou le VIP sur les trachées de cobaye.
A) La réponse pharmaco-mécanique des trachées est évaluée suite
à la contraction et à la relaxation du tissu par l'addition
séquentielle de carbachol (0.1 pM) et de NA (0.1 pM). Cette
réponse des bandes de tissu sert de contrôle qualitatif. Après
plusieurs lavages le tissu est de nouveau contracté par 0.1 pM
carbachol. La présence de 50 nM de CTX au niveau du plateau de
la contraction n'affecte pas la tension du tissu. Cependant la
présence de CTX diminue de 90% la relaxation du tissu produite
par la NA évaluée lors du contrôle. B) Le VIP produit une
relaxation de la tension de base des bandes de tissu. Le retour à
la tension de base est obtenu après plusieurs lavages successifs des
bandes de tissu. L'application d'une dose indentique de VIP (0.1
pM) provoque une relaxation similaire à la précédente. L'addition
de 50 nM de CTX, avant l'atteinte du plateau, à pour effet de
d'antagoniser la relaxation induite par le VIP. De plus, la présence
de CTX empêche la relaxation du muscle lisse induite par le VEP
(0.1 pM) et même pour des doses cumulatives cinq fois supérieur
à la dose initiale.
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voies respiratoires (Jones et coll., 1990, McCann et coll., 1990). L'implication
possible des gKca, dans les phénomènes qui modulent les propriétés contractiles
des MLVR a été évaluée lors d'expériences de pharmaco-mécanique réalisées sur
des portions de trachées de cobaye disséquées en spirales. Le rôle de la
conductance potassique sensible au Ca^"'" intracellulaire a été étudié en utilisant la
CTX, un inhibiteur spécifique des gK^. Ce polypeptide nous permet d'établir
l'implication de ce type de conductances dans la cascade des processus
biochimiques responsable de la modulation du tonus musculaire des MLVR en
réponse à stimulation pharmacologique.
La figure 18 A illustre la réponse contractile des bandes de tissu après
addition de 0.1 pM de carbamylcholine, un agoniste muscarinique. Lorsque le
niveau du plateau de la contraction est atteint, 1 pM de NA, un agoniste
adrénergique, est ajouté et induit une relaxation transitoire. La réponse des bandes
de tissu dans ces conditions expérimentales est mesurée sur toutes les préparations
musculaires afin de vérifier qualitativement la réponse des tissus utilisés.
L'élimination des agonistes est ensuite réalisée en effectuant plusieurs lavages
avec une solution de Krebs. Puis une brève période de repos est accordée aux
tissus, leur permettant un retour à la tension (tonus) de base initiale. La seconde
partie du tracé de la figure 18 A montre que la CTX n'influe pas la réponse
contractile induite par 0.1 pM de carbamylcholine. Ces résultats expérimentaux
suggèrent donc que les gKca ne sont pas activées lors du processus de contraction
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des MLVR. Par contre, lors de la stimulation P-adrénergique par la NA, les gKca
sont activées puisque la relaxation que devrait provoquer l'ajout de 1 pM de NA
est inhibée en présence de 50 nM de CTX. Cependant, la charybdotoxine
n'affecte d'aucune façon la tension de base des préparations musculaires, même
pour des concentrations de toxine supérieures à 100 nM (résultat non illustré).
La figure 18 B illustre la relaxation, à partir du tonus, induite par l'ajout
de 0.1 |iM de VIP, pour une trachées de cobaye. Par la suite, plusieurs lavages
consécutifs permettent d'éliminer le peptide actif. Un laps de temps d'une dizaine
de minutes est alors alloué pour permettre le retour à la tension de base initiale.
La seconde moitié du tracé de la figure 18 illustre la relaxation induite par une
deuxième stimulation par le VIP (0.1 pM) et inhibée par l'addition de 50 nM de
CTX. D'autre part, même pour des doses cinq fois supérieures à la dose contrôle
utilisée, le VIP est incapable de produire la relaxation des tissus exposés
préalablement à 50 nM CTX, confirmant ainsi l'implication des gKca dans le
processus de relaxation des MLVR.
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4. DISCUSSION
La première étape de notre travail consistait en l'élaboration d'une technique
d'isolement de microvésicules issues des MLVR. Dans un second temps, ces
microvésicules ont été utilisées pour des études biophysiques, biochimiques et
pharmacologiques et ces microvésicules pourraient servir éventuellement à l'étude d'autre
systèmes enzymatiques (PDE) présents au niveau des membranes de surface des cellules
musculaires lisses. Le développement de la procédure d'isolement a été possible en
combinant les techniques du groupe de Grover (Grover et coU., 1980) et celles de notre
laboratoire, lesquelles ont été adaptées à ce type musculaire. Les microvésicules de
MLVR isolées selon leur densité ont conservées leurs capacités de liaison, puisqu'il nous
a été possible de caractériser les quatre sous-fractions (Mj, Mq, M^, Miv) selon leurs
capacités respectives à lier les deux marqueurs de membranes de surface (bradykinine,
ouabaïne) et la ryanodine, marqueur de la membrane du réticulum sarcoplasmique.
Les résultats obtenus pour les marqueurs de membranes de surface (figures 3 A
et B), nous indique un enrichisement dans la fraction Mjy de microsomes issus des
membranes de surface des MLVR. Par contre les résultats de liaison obtenus pour la
fraction Mm montre qu'une partie des microvésicules proviennent de membrane
intracellulaires (réticulum endoplasmique). La méthode d'isolement n'abolit donc
aucunement les propriétés de liaison des sous-fractions. L'utilisation des inhibiteurs de
protéases permet de préserver adéquatement le récepteur à la ryanodine, qui est
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l'équivalent du canal calcique qui contrôle la libération, au niveau du cytosol, du calcium
emmagasiné dans le réticulum sarcoplasmique (RS) (Anderson et coll., 1989). D'autres
laboratoires ont préparés des microvésicules à partir de différents types de muscle lisse
(Grover et coll.1980; Kwan et coll. 1983). Les résultats de nos études de liaison
spécifiques concordent avec ceux obtenus par Kwan et coll. (1983), qui démontrent que
la fraction Fm' obtenu à partir du deferens, est enrichie d'un marqueur enzymatique
spécifique de la membrane du réticulum endoplasmique. De plus, l'absence de traitement
enzymatique lors de l'isolement favorise l'intégrité fonctionnelle des récepteurs à la
bradykinine.
Parallèlement aux études de liaison spécifiques, les populations de microvésicules
ont été examinées en microscopie électronique (figure 4). Cette visualisation nous a
permis de constater une formation adéquate de microsomes lors du processus
d'homogénéisation des MLVR. La figure 4 iUustre bien les différences qui existe entre
la fraction brute de microvésicules et la sous-fraction Mjy, obtenue après
ultracentrifugation sur gradient de Percoll. Cette dernière est exempte de débris
cellulaires. Une évaluation de la quantité de protéines et le profil de migration sur gel
ont été réalisés pour tous les isolements (une vingtaine). Ceci pour quantifier le matériel
biologique dans les surnageants, la fraction brute et les quatre sous-fractions, ainsi que
d'évaluer qualitativement la reproductibilité du protocole d'isolement. De plus, cette
quantification protéique fut utile pour établir les protocoles des études de liaison
spécifiques.
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L'approche biophysique utilsée pour cette étude, nous a permis d'enregister et de
caractériser des courants, suivant la fusion à la BLP de microvésicules issues des
membranes de surface. La sous-fraction Mjy fut utilisée lors de ces expériences puisque
les études de liaison ont démontrées des vésicules issues des membranes de surface des
MLVR.
Cette approche biophysique de reconstitution membranaire tout comme la
technique de "patch-clamp" permet d'étudier en voltage imposé les propriétés électriques
des structures protéiques qui contrôlent les conductances ioniques des MLVR. De plus
cette technique a l'avantage d'offrir un accès direct aux deux côtés (cis/trans) de la
protéine-canal, incorporée dans la BLP. Ceci facilite les études de modulation du canal
puisque l'ajout d'agents pharmacologiques et toxines ou la perfusion des chambres
expérimentales sont facilement exécutables. Ces points techniques sont importants et
peuvent être difficilement réalisables par la technique du "patch-clamp", dû à la
morphologie des cellules musculaires lisses (6 pm de diam., environ 40 pm de long;
figure 1). Par contre, l'étape limitante de notre approche est le faible taux de fusion à la
matrice lipidique artificielle (BLP) des microvésicules. Ceci peut-être dû à la présence
du glycocalyx à la surface des microsomes ce qui entraverait l'adsortion du feuillet
lipidique de la microvésicule à la BLP (schéma 10). Une préparation de fractions
microsomales de qualité et une membrane artificielle adéquate sont aussi des paramètres
critiques pour l'obtention de résultats cohérents.
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Les premières expériences de reconstitution, réalisées en chlorure de potassium,
nous ont permis d'enregistrer simultanément deux types d'activité électrique, avec des
amplitudes de courants distinctes. Nous avons pu déterminer après perfusion de la
chambre trans avec une solution de gluconate de potassium que les courants enregistrés
étaient un courant potassique et un courant chlore. Afin d'éviter la présence parasite de
ces courants chlore, l'activité du canal a été enregistré en utilisant des solutions de
gluconate de potassium. En condition symétrique de gluconate de potassium (150 mM
cisitrans), la conductance unitaire est de 225 pS. La grande sélectivité du canal aux ions
potassium a été établie à partir d'expériences réalisées en utilisant divers gradients (figure
7). Ceci nous a permis de constater que ce canal répond comme une électrode sélective
au potassium. En effet, les valeurs de potentiel d'inversions expérimentaux concordent
aux potentiels d'inversion calculés à l'aide de l'équation de Nersnt pour ce cation
monovalent.
Les valeurs de conductances unitaires élevées (225 pS), la dépendance au voltage
(figure 8) et au calcium (figure 9) suggéraient fortement la présence d'une gKca. Dans
un premier temps, nous avons vérifié la sensibilité du canal au baryum (figure 11). Ce
cation divalent est un bloqueur non-spécifique des canaux potassiques, connu pour agir
par obstruction au niveau du filtre de sélectivité du canal, et ce du côté externe (Vergara
et Latorre, 1983). Par la suite, la CTX, bloqueur spécifique des canaux K"^ de type gKca
présents dans une variété de tissu musculaire (McCaan et Welsh, 1986; Moczydlwsky et
Latorre, 1983; Smith et coll., 1986; Yellen, 1984), incluant les ML (Akbarali et coll..
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1990; Cari et coll., 1989) a été utilisée pour l'identification du canal potassique (figure
12). Des études antérieures ont été réalisées à l'aide de la technique du "patch-clamp"
(Kume et coll., 1989) et aussi en utilisant les bicouches lipidiques plane (Vergara et
Latorre, 1983) sur des myocytes de trachées et sur le muscle squelettique. La sensibilité
à la CTX du canal reconstitué en BLP confirme la présence d'un canal de type gK^a
présent dans la membrane des MLVR.
La principale caractéristique des gKca est leur sensibilité au calcium libre présent
dans le cytosol. Dans notre système expérimental, nous avons estimé à 10 |jM la
concentration de Ca^"^ requise pour atteindre la moitié de l'activité maximale (figure 9).
Cette concentration élevée de Ca^"^ peut s'expliquer par le fait que la membrane artificielle
contient 30% de DOTAP, un lipide chargé positivement. Le DOTAP est utilisé parce
qu'il favorise la fusion des microvésicules. On peut donc penser que la composition de
la matrice lipidique affecte le micro-environnement à proximité du canal et entraîne une
diminution de la sensibilité du canal vis-à-vis du calcium libre. Cependant, des études
réalisées en BLP avec une matrice lipidique chargée négativement (Vergara et Latorre,
1983) ainsi qu'à l'aide de la technique du "patch-clamp" à partir de portion de membrane
native (Groschner et coll., 1991; Palotta, 1985; Palotta et coll., 1987) ont permis d'évaluer
à 0.5-1 |iM la concentration de Ca^"^ libre correspondant à la moitié de l'activation
maximale.
Les analyses cinétiques du canal K"^ dépendant du Ca^^ reconstitué en BLP donnent
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des résultats similaires à ceux obtenus antérieurement par d'autres équipes (Kotlikoff,
1983; Kume et coll., 1989; Latorre et coll., 1989; PoUotta et coll., 1992). Selon les
conditions expérimentales utilisées, il nous a été posssible d'observer une cinétique
comprenant deux constantes de temps d'ouverture et deux constantes de temps de
fermeture (figure 10). De plus, de très faible concentration de calcium ou l'utilisation de
la CTX ont permis d'établir la présence d'un état d'inactivation (figure 12), état fermé
(non-conducteur) de longue durée dû à l'interaction de la toxine avec la protéine-canal.
Cette caractérisation pharmacolgique et cinétique permet d'affirmer que, bien que la
composition de la matrice lipidique réduise la sensibilité du canal au Ca^^ libre, la
conductance unitaire, la sélectivité et la cinétique du canal demeurent conservées.
In situ, en condition physiologiques la modulation des canaux gKca est dû à
l'action de différents métabolites intracellulaires, dont le principal instigateur pour
l'activation des gK^a est le calcium libre du cytosol. Cette augmentation de Ca^^ est
tributaire de l'entrée du calcium par les canaux calciques de la membrane de surface des
muscles lisses (Kotlikoff, 1990) ou provient des réservoires intracellulaires (système
sarco-endoplasmique) (Kotlikoff, 1988; Sauvé et coU., 1987). Ces variations se situent
dans une fourchette étroite de valeurs comprise entre 0.1 et 0.3 pM de Ca^"^ libre. Ces
faibles variations suggèrent que le calcium ne serait pas le seul facteur apte à moduler les
canaux de type gKca.
Les résultats de la figure 13 illustrent qu'il est possible, au niveau des MLVR,
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d'activer des canaux par phosphorylation, puisque la présence du côté trans de sous-unités
catalytiques de PKA, d'AMPc ou d'ATP augmente de façon significative l'activité des
canaux reconstitués. De plus, il a été démontré que l'isoprénaline (Cohen et coll., 1990),
un agoniste P-adrénergique, et l'acide okadoïque (inhibiteur de protéase), qui sont
capables d'activer les gK^a ou de retarder leur inactivation (Kume et coll., 1989). Ces
différents résultats démontrent que la probabilité d'ouverture du canal, en présence d'une
faible concentration de calcium, peut-être augmentée par la phosphorylation des protéines
du côté cytoplasmique (Ewald et coll., 1985). Parcontre ces résultats ne permettent pas
d'identifier le site de phosphorylation qui peut se situer sur la protéine-canal ou sur une
sous-unité étroitement à liée la protéine.
A ce jour, le rôle exact que jouent les gK^^, dans les propriétés
électrophysiologiques des cellules musculaires lisses, en général, mais surtout au niveau
des MLVR, n'est pas complètement clairifié. Ces canaux sont impliqués dans la
modulation du potentiel membranaire des muscles lisses vasculaires (Kiber et coll., 1992;
Benham et Bolton, 1986), viscéraux (Sims, 1992; Coles et Sanders, 1989) et des muscles
lisses de trachée et des bronches (Palotta et coll., 1992). Car conductance sélective au
potassium induit le retour du potentiel de membrane aux valeurs de potentiel de repos ou
tend à hyperpolariser les cellules (Hisada et coll., 1990; Kotlikoff et coll., 1987).
La broncho-dilatation induite par la NA et le VIP (Cobum et Baron, 1990; Ito et
Takeda, 1982) est étroitement liée à l'augmentation d'AMPc dans le cytosol. Cette
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augmentation contribue à la phosphorylation de différentes entités cellulaires via la PKA
(schéma 4), Cette voie métabolique induit une repolarisation de la membrane de surface
des MLVR par l'activation des canaux potassique. Comme démontré à la figure 18 A,
l'ajout de NA dans la bain à organe isolé provoque une relaxation transitoire du tissu.
Les causes probablent sont l'augmentation du taux de calcium ré-introduit dans les
réservoires intra-cellulaires ou la diminution de l'entrée de calcium dans les cellules, par
l'inactivation des canaux calciques sensible au voltage (VOC). Ce qui correspond à une
repolarisation de la membrane de surface des MLVR, et ce même en présence de
carbamylcholine.
Lors des expériences de pharmaco-mécanique, nous avons pu démontrer
l'implication des gKca dans les processus qui contrôlent la relaxation des trachées induites
par ces deux agents broncho-dilatateur (NA, VIP). Dans les deux cas, l'ajout de 50 nM
de CTX inhibe la relaxation des trachées induites par ces deux broncho-dilatateurs connus
pour leur aptitude à activer l'adénylate cyclase et donc d'augmenter le taux d'AMPc. Ces
résultats confirment que cette phosphorylation réalisée in vitro, en BLP, est un phénomène
cellulaire qui joue un rôle dans la relaxation des MLVR.
Les expériences de reconstitution ont aussi permis l'identification d'une
conductance Cl". Bien qu'un nombre limité d'expériences fut réalisé, une caractérisation
a été effectuée. Ce canal, dont la conductance est de 24 pS, n'est pas sensible au voltage,
puisque la P,, ne varie pas entre - 140 et + 100 mV (figure 14). L'inhibition du canal
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chlore par le zinc est une caractéristique de ce canal. Cette conductance contribuerait au
courant de fond (background) anionique et par conséquent participe à la détermination du
potentiel membranaire. Mais l'étude des différents types de canaux sélectifs au chlore
et de leur régulation demeure un champ vaste de recherche. Beaucoup de question
devront être clarifiées avant de pouvoir saisir complètement leurs rôles physiologiques
exacts.
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5. CONCLUSIONS
A partir du feuillet musculaire lisse de trachée de veau et de chien, il nous a été
possible de mettre au point une préparation microsomale de bonne qualité. Car les sous-
fractions (Mi-Mjv) ont conservées la capacité de lier différents marqueurs membranaires
spécifiques permettant ainsi d'identifier la provenance membranaire de ces populations
microsomales.
Les expériences de reconstitution en bicouche lipidique, ont permis après fusion
de microvésicules à la BLP d'étudier, au niveau unitaire, les conductances ioniques des
membranes de surface des MLVR. Par cette technique biophysique deux conductances
sont identifiées (gK^a, gCl). Même si le taux de fusion des canaux sélectifs au chlore
fut faible ceci nous a qu'en même permis une caractérisation de ces propriétés
biophysiques, soit: conductance, sélectivité et inhibition du canal par le zinc, n est connu
que les conductances anioniques jouent un rôle important dans le maintien de l'équilibre
électro-dynamique des cellules musculaire lisse. Cependant le rôle de la conductance au
Cl" dévoilé dans notre étude reste cependant à démontrer.
Les propriétés électriques et biochimiques du canal de grande conductance sélectif
au K"^ ont été étudiées. L'activation de ce canal est dépendant du potentiel membranaire
et de la concentration de calcium libre dans le cytosol. L'utilisation du baryum et de la
charybdotoxine (CTX) comme outils pharmacologiques, ont permis d'identifier cette
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conductance potassique comme étant un canal de type gKca- De plus, la toxine utilisée
comme sonde pharmacologique permet d'établir l'implication certaine de ces canaux
(gKca) dans les processus qui participe au contrôle de la relaxation induit par la NA et le
VIP, deux agents connus pour stimuler la production d'AMPc de façon transitoire.
H a été déterminé qu'une phosphorylation in vitro , en présence de la sous-unité
catalytique de la PKA, augmente la sensibilité du canal au calcium libre. Car en
présence d'une concentration donnée de calcium, il y a augmentation de la probabilité
d'ouverture du canal, dû à la présence dans la chambre trans du cocktail de
phosphorylation. Ce mécanisme biochimique pourrait représenter un des maillons
plausibles, entre la liaison d'agents broncho-relaxant CMA et VIP) sur leurs récepteurs et
leurs effets physiologiques. Tous ces résultats ont été publié dans la revue scientifique:
American Journal of Physiology (Savaria et coll., 1992)
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